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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Bei der essentiellen Thrombozythdmie (ET) handelt es sich um eine monoklonale
myeloproliferative Neoplasie (MPN), die durch eine chronische Thrombozytose (>450 x10%1)
gekennzeichnet ist. Die Patienten haben ein erhohtes Risiko fur thromboembolische
Ereignisse, sowie paradoxerweise auch ein erhdéhtes Blutungsrisiko (1). Weshalb es bei
manchen Patienten zu den oben genannten Ereignissen kommt und bei anderen wiederum

nicht, ist bisher nur ungenau verstanden (2).

Die Dissertation ist Teil der monozentrisch prospektiven Pilotstudie "Untersuchung der
Thrombozyten- und Leukozytenfunktion bei Patienten mit essentieller Thrombozythamie" des
Centrums fir Thrombose und Hamostase (CTH) der Universitatsmedizin Mainz, die sich mit
der Hypothese beschéftigt, dass nicht die Thrombozyten-Konzentration, sondern eher die
Thrombozyten-Dysfunktionen bezuglich des Phéanotyps und der Funktionskapazitat
ausschlaggebend fir die klinisch heterogenen Pathomechanismen der ET sind (positives
Ethikvotum Landesarztekammer Rheinland-Pfalz: 837.262.16 (10581) 04.08.2016). (2)

In dieser Arbeit war das Ziel zu untersuchen, ob sich bei ET-Patienten mit
JAK2V617F-Mutation und CALR-Mutationen Veranderungen in den Thrombozytenfunktionen
(Aggregation, ATP-Freisetzung, Thrombingenerierung), den Leukozytenfunktionen (speziell
die Thrombingenerierung der mononukledren Zellen [MNC]), sowie im Einfluss der
Plasmabestandteile auf die Thrombingenerierung in Plasmatauschversuchen zeigen. Dafiir
wurden die Methoden Lumi-Aggregometrie und die ,Calibrated Automated Thrombography*
(CAT) verwendet.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die pathophysiologischen Mechanismen
der ET besser zu verstehen und potenziell neue Strategien zur individuell angepassten

Risikobewertung und Therapie aufzuzeigen.
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2 LITERATURDISKUSSION

2.1 ESSENTIELLE THROMBOZYTHAMIE

Die essentielle Thrombozythamie (ET) wird neben der Polycythaemia vera (PV), der Primaren
Myelofibrose (PMF) und der Chronisch Myeloischen Leukamie (CML) zu den Erkrankungen
der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) (friiher myeloproliferatives Syndrom) gezahlt (3).
Dabei handelt es sich um monoklonale autonome (also nicht zytokin-abhangige)
Proliferationen myeloischer Stammzellen, sodass es zur Vermehrung einer oder mehrerer
hamatopoetischer Zellreihen kommt (3). Die CML unterscheidet sich von den anderen drei
Erkrankungen genetisch hinsichtlich des mutierten Philadelphia-Chromosoms, weshalb die
ET, PV und PMF im Gegensatz zur CML als philadelphia-negative MPN eingeordnet werden
(4). Die ET ist charakterisiert durch eine gesteigerte Megakaryopoese, die zu einer
Thrombozytose im peripheren Blut fihrt. Im Initialstadium kénnen auch alle drei Zellreihen
erhoht sein (Thrombo-, Erythro-, Leukozytose). Die Thrombozytenzahl steigt meist langsam
an und kann Werte von bis zu Uber 1.000 x10%I erreichen (1, S.105 ff.). GemaR der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) handelt es sich um eine ET, wenn die
Thrombozytenkonzentration langfristig Gber 450 x10%I steigt, die Knochenmarksbiopsie
ET-typische Merkmale aufweist (siehe Tabelle 2: Haupt- und Nebenkriterien zur
Diagnosestellung der ET), sowie keine WHO Kriterien anderer MPN zutreffen. Auf3erdem
muss entweder eine der genetischen Mutationen JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation vorliegen
oder explizit ein anderer klonaler Marker gefunden bzw. eine reaktive Ursache

ausgeschlossen werden. Die genaue Ursache der ET ist bis dato unbekannt. (1, 3)

2.1.1 Epidemiologie
Die jahrliche Inzidenz der ET liegt bei 0,9 pro 100.000 Menschen. Das mediane Diagnosealter

liegt zwischen 55 und 60 Jahren, wobei Manner 1,5 -fach haufiger betroffen sind als

Frauen. (1)

2.1.2 Klinik

ET-Patienten kdnnen variable Symptome zeigen. Etwas Uber 30 % der Patienten sind sogar
asymptomatisch (1). So werden bis zur Halfte der ET-Patienten nur rein zuféallig entdeckt (5).
Bei symptomatischen Patienten sind die haufigsten Symptome Migrane, Kopfschmerzen und
Schwindel (6). Haufig kommt es zu Mikrozirkulationsstérungen an Handen und FlRen und zur
Erythromelalgie (1). Meist folgen im Verlauf thromboembolische Komplikationen, die auch die
haufigste Todesursache bei der ET darstellen (1). Die Lebervenenthrombose ist typisch fur
diese Erkrankung (6).
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Die Splenomegalie ist bei der ET im Vergleich zu den anderen myeloproliferativen Neoplasien
(PV, PMF, CML) selten und eher im spéteren Krankheitsverlauf in milder Form zu
beobachten. (1, 6)

Bei der ET kann auch eine erhdhte Blutungsneigung auftreten. Die Patienten prasentieren
dann hamorrhagische Diathesen (1), wie beispielsweise Bluterglisse nach
Bagatellverletzungen, haufiges Zahnfleisch- oder Nasenbluten.

Bei Schwangeren kommt es zum vermehrten Auftreten von Fehlgeburten im ersten

Trimester. (3)

2.1.3 Pathogenese

Die MPN weisen eine hohe Ahnlichkeit in ihrer Pathogenese auf, die durch die gemeinsamen
Mutationen bedingt ist. Ungefahr 97 % der MPN-Félle zeigen mindestens eine somatisch
erworbene Treibermutation in einem Gen, das fur die Januskinase 2 (JAK2), Calreticulin
(CALR) oder den Thrombopoetin-Rezeptor (MPL) kodiert (7). Je nach Erkrankung
unterscheidet sich lediglich das Verteilungsmuster der Mutationen. Beispielsweise zeigen
PV-Patienten zu etwa 95 % eine JAK2-Mutation und ET-Patienten nur zu etwa 55 % (8). Die
JAK2-, CALR- sowie MPL-Mutationen filhren 2zu einer Hochregulation des
JAK-STAT-Signaltransduktionsweges (5), welcher die Informationen von extrazelluldren
Zytokinen (z.B. TPO, EPO, IL3, G-CSF(9)) nach intrazellulédr zu den Zielgenen Gbermittelt und
damit die Proliferation hamatopoetischer Zellen steigert. Neben diesen drei Treibermutationen
finden sich bei manchen Patienten auch Nicht-Treiber-Mutationen auf anderen Genen, z.B.
TET2, ASXL1, CBL, EZH2, DNMT3A, IDH1/2, SRSF2. (10)

AuRerdem tragen entscheidend zu der Pathogenese der MPN erhdhte Zytokinlevel bei, die
einen chronisch inflammatorischen Zustand erzeugen. In MPN-Patienten sind dadurch Marker

der Thrombozyten-, Leukozyten-, Endothel- sowie Gerinnungsaktivierung erhéht. (11)

Im Folgenden wird genauer auf die JAK2-, CALR- und MPL-Mutationen eingegangen. Tabelle

1 veranschaulicht das Verteilungsmuster der Treibermutationen bei der ET.

Tabelle 1: Verteilungsmuster der Treibermutationen in der ET

Mutationen Anteil aller ET-Patienten
JAK2 50-60 %

CALR 20-30 %

MPL 1-10 %

Keine der drei Mutationen (,.triple negative*) 10-25 %

[Marin Oyarzun et al. (11)]

Rund die Halfte der ET-Patienten weisen eine JAK2-Mutation auf (12). Sie ist meist eine
Punktmutation, die aufgrund eines Austauschs der Aminosédure Valin mit Phenylalanin auf

3
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Codon 617 in Exon 14 zustande kommt. Deshalb spricht man genauer von der
JAK2V617F-Mutation (13, 14). Aulderdem kann es in selteneren Fallen zu einer Mutation in
JAK2 auf Exon 12 kommen (14). Das JAK2-Gen codiert flir eine zytosolische
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, die mit dem Transkriptionsfaktor STAT interagiert und den
JAK/STAT-Signalweg bildet (15). Dieser spielt eine zentrale Rolle in der Hamatopoese. Eine
Mutation im JAK2-Gen fihrt zu einem Funktionsgewinn (,gain of function®), der zur
unkontrollierten Aktivierung intrazellularer Signalwege Uber Rezeptoren hamatopoetischer
Zytokine (Erythropoetin, Thrombopoetin, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) fuhrt
und dadurch zur verstarkten Proliferation aller drei Zellreihen (Erythropoese, Thrombopoese,

Granulozytopoese) beitragt (12).

Das Vorhandensein einer JAK2V617F-Mutation ist mit der Erhdhung bestimmter Marker
verbunden, die ein hdheres prothrombotisches Potential aufzeigen. Beispielsweise ist diese
Mutation, im Gegensatz zur CALR- oder MPL-Mutation, mit einer hoheren thrombozytaren
Membranoberflachen-Expression von P-Selektin (16) und TF, sowie einem vermehrten
Aufkommen von Aggregaten aus Thrombozyten und polymorphnuklearen Leukozyten
assoziiert (17). Im Gegensatz dazu ist das Vorhandensein einer JAK2V617F-Mutation mit

einem geringeren Risiko fur die Entwicklung einer Post-ET-Myelofibrose assoziiert (18).

Calreticulin ist physiologischerweise an der zellularen Proliferation, Differenzierung und
Apoptose beteiligt (13). Kommt es zur Mutation, handelt es sich um Insertionen oder
Deletionen in Exon 9 (10), die eine Verschiebung des Leserasters der Aminosauren bei der
Translation flr das Protein Calreticulin verursachen. Dies fuhrt zur Bildung eines neuen
C-Terminus. (12)

Eine CALR-Mutation findet sich bei 20-30 % der ET-Patienten (11) und flhrt zu einer
pathologischen Interaktion mit dem MPL-Rezeptor (19). Dies resultiert in einer Aktivierung und
anhaltenden JAK2-Signalisierung (11) und damit in einer autonomen Steigerung der

Thrombopoese.

Nur etwa 1-10% der Patienten mit essentieller Thrombozythdmie sind von einer
MPL-Mutation, p.M515L oder p.M515K (10), betroffen. Es handelt sich jeweils um eine
Punktmutation im Exon 10 des myeloproliferativen-Leukamie-Gens, welches fir den
Thrombopoetin-Rezeptor codiert. Dadurch kommt es bei einer Mutation zur
ligandenunabhangigen dauerhaften Wachstumsstimulation von TPO-empfanglichen
Zellen (11, 13).

Diejenigen ET-Patienten, die keine der drei eben beschriebenen Treibermutationen aufweisen

(~ 10-25 %), werden als ,triple-negative“ bezeichnet (11).
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2.1.4 Diagnostik

Zur Beurteilung und Diagnostik von Patienten mit Verdacht auf ET gehoren ein vollstandiges
groRes Blutbild, eine Knochenmarksbiopsie und genetische Tests zur Feststellung von
Genmutationen. Im Labor zeigt sich eine anhaltende Thrombozytose von = 450 x10%1, eine

Hyperurikdmie sowie LDH-Erhdéhung aufgrund des erhéhten Zellumsatzes. (1, 3)

Die Detektion der speziellen Treibermutationen und anderer somatischer Mutationen mit Hilfe
genetischer Tests ist sehr wichtig, da die Art der Mutationen die klinischen Merkmale,

Komplikationen und die Prognose bestimmen (13).

Zuerst testet man auf das Vorliegen einer JAK2V617F-Mutation. Falls diese nicht
nachgewiesen werden kann, wird als nachstes auf die CALR-Mutation getestet und bei ebenso
negativem Ergebnis testet man auf das Vorliegen einer MPL-W515K/L-Mutation. Wurde keine
der drei Mutationen gefunden, muss mithilfe der Untersuchung auf das bcr-abl-Onkogen eine

CML ausgeschlossen werden. (14)

Ist aber mindestens eine der drei Mutationen als positiv getestet worden, so muss zur weiteren
Differenzierung zwischen ET, PV oder primare Myelofibrose bzw. prafibrotische Myelofibrose
eine  Knochenmarkspunktion  erfolgen  (14). In  knochenmarksmikroskopischen
Untersuchungen zeigen sich bei der ET gehauft vermehrte und vergroRerte Megakaryozyten
ohne Reifungsstérungen mit multilobulierten Kernen (1, 20). Im peripheren Blutausstrich finden

sich vergroferte Thrombozyten (1).

Die endgultige Diagnose der ET wird letztendlich Uber die zuletzt 2016 von der World Health
Organization (WHO) neu definierten Kriterien gestellt. Die WHO definiert vier Hauptkriterien
und zwei Nebenkriterien, die in der Tabelle 2 aufgefuhrt sind. Damit die Diagnose ET gestellt
werden kann, mussen alle vier Hauptkriterien oder die ersten drei Hauptkriterien und ein

Nebenkriterium erfillt sein.
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Tabelle 2: Haupt- und Nebenkriterien zur Diagnosestellung der ET
Hauptkriterien

1. Anhaltende Thrombozytenzahl >450 x109/1
2. Knochenmarksbiopsie: zeigt hauptsachlich die Proliferation der Megakaryozyten-
Linie mit vermehrten, vergréRerten, aber reifen Megakaryozyten mit hyperlobulierten
Kernen. Keine signifikante Steigerung oder Linksverschiebung der neutrophilen
Granulopoese oder Erythhropoese. Keine oder nur geringe Faservermehrung.
3. Ausschluss einer PV, PMF, CML, eines MDS oder einer anderen myeloischen
Neoplasie
4. Nachweis einer JAK2-, CALR- oder MPL-Mutation
Nebenkriterien
1. Vorhandensein eines anderen klonalen Markers
2. Ausschluss einer reaktiven Thrombozytose (z.B. Entziindung, Infektion,
Eisenmangelanamie)
[Arber et al. (21)]

2.1.5 Differentialdiagnostik

Differentialdiagnostisch kommt es ebenso zu erhdéhten Thrombozytenzahlen bei z.B.
chronischen Entziindungen, Malignomen, Traumen, Operationen, Blutverlust, Splenektomie
oder Eisenmangel. Dann spricht man von sekundaren bzw. reaktiven Thrombozytosen. Da
sich die Symptome der myeloproliferativen Erkrankungen tberlappen, missen auch die
anderen bereits oben erwdhnten MPN wie die PV, PMF und CML differentialdiagnostisch in

Betracht gezogen und ausgeschlossen werden. (1)

2.1.6 Risikostratifizierung

Fur die Durchfihrung der richtigen Behandlung der ET mussen Leitlinien herangezogen
werden. Zurzeit sind die Leitlinien des National Comprehensive Cancer Network (NCCN) die
aktuellsten. Sie berlcksichtigen das im Jahre 2015 von Barbui et al. revidierte
IPSET-Thrombosemodell (International Prognostic Score for Essential Thrombocythemia) zur
Risikostratifizierung und Therapieempfehlung. Nach diesem Modell werden die ET-Patienten
in vier Risikogruppen eingeteilt, fur die es jeweils andere Therapieempfehlungen gibt. Zu den
drei Risikofaktoren, nach denen die ET-Patienten in die passende Gruppe eingeteilt werden,
gehoéren ein Alter von Uber 60 Jahren, vorherige thrombotische Ereignisse und Anwesenheit
einer JAK2V617F-Mutation. Die Risikogruppen werden eingeteilt in ,Sehr-niedrig-Risiko®
(Alter < 60 Jahren, keine Thromboseanamnese, keine JAK2V617F-Mutation), ,Niedrig-Risiko*
(Alter <60 Jahren, keine Thromboseanamnese, vorhandene JAK2V617F-Mutation),
Jntermediar-Risiko" (Alter 2 60 Jahren, keine Thromboseanamnese, keine
JAK2V617F-Mutation) und ,Hoch-Risiko“ (vorhandene Thromboseanamnese oder Alter = 60

Jahren mit vorhandener JAK2V617F-Mutation). (4, 14)
6
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Allgemein sind bei der Erkrankung ET die Pradiktoren fur die Entwicklung einer arteriellen
Thrombose (ischamischer Schlaganfall, kardiovaskulare Ereignisse und periphere
Arterienerkrankungen (11)) sowohl ein Alter tGber 60 Jahren als auch eine vorhandene
Thromboseanamnese, eine Leukozytose (>11x10%1), eine JAK2V617F-Mutation oder
vorhandene kardiovaskulare Risikofaktoren (CVRF) wie arterielle Hypertonie, Diabetes
Mellitus, Hypercholesterinamie oder Tabakkonsum. Im Gegensatz dazu scheint fir die
Entwicklung einer venésen Thrombose (Tiefe Beinvenenthrombose (TVT), Lungenembolie

(11)) nur das mannliche Geschlecht ein Pradiktor zu sein. (14, 22, 23)

Zusatzlich  zur  Thrombose der groRen Gefalle kdénnen auch transiente
Thrombozytenaggregate kleine Gefale verstopfen und zu mikrovaskularen Stérungen fuhren,

wie z. B. Erythromelalgie und Sehstérungen (11).

Eine Thrombozytenzahl von mehr als 1000 x10°%L ist mit einem geringeren Risiko fiir arterielle
Thrombosen  verbunden und steht im Zusammenhang eines erworbenen
von-Willebrand-Syndroms (23), daflir bestehe aber ein erhohtes Blutungsrisiko. Risikoarme

Patienten mit extremer Thrombozytose werden demnach gesondert betrachtet. (14)

Bei der Evaluation des Thromboserisikos bei JAK2V617F-Mutationstragern kristallisierte sich

ein zweifacher Anstieg der vaskularen Ereignisse heraus (24).

Eine CALR-Mutation ist mit einer vergleichweise geringeren Inzidenz thrombotischer

Ereignisse assoziiert (14).

Eine MPL-Mutation erhoht die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer okkulten

prafibrotischen PMF oder das Risiko einer fibrotischen Progression (3).

2.1.7 Therapie

Das derzeitig wichtigste Ziel der Behandlung der essentiellen Thrombozythamie ist die
Pravention vaskularer Ereignisse (die bei 10-20 % der Patienten auftreten kénnen (3)), also
die Minimierung des Thrombose- und Blutungsrisikos, da bisher noch keine
krankheitsmodifizierenden Medikamente existieren. Die Therapie ist weder kurativ noch zeigt
sie ein verlangertes Uberleben oder verhindert die leukdmische oder fibrotische

Transformation. (3)

Grundsatzlich sollte Primarpravention betrieben werden. Empfohlen wird die
Gewichtsreduktion auf Normalgewicht, regelmafRige kérperliche Bewegung, Einstellen des
Nikotinkonsums und eine adaquate Thromboseprophylaxe (z.B. die Vermeidung langen
Sitzens, das Tragen von Kompressionsstrimpfen auf Reisen sowie die Vermeidung von
Exsikkose). Bestehende kardiovaskulare Risikofaktoren (CVRF) muissen behandelt
werden. (25)
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Die Ill. Medizinische Klinik und Poliklinik/LLC (Leukadmie-/Lymphom Centrum) und UCT

(Universitares Zentrum fir Tumorerkrankungen) der Universitatsmedizin Mainz orientiert sich
in ihrem Behandlungspfad (Stand: Oktober 2020)(26) an dem 2015 von Tiziano
Barbui et al. (27) revidierten IPSET-Thrombosemodells, welches die ET-Patienten in vier

Risikogruppen einteilt. (26)

»Sehr-niedrig-Risiko* Patienten ohne vorhandene CVRF bedirfen keiner Therapie, sondern
werden nach der ,watch and wait“-Strategie beobachtet. Liegen allerdings CVRF oder
Mikrozirkulationsstérungen vor, ist eine einmalige Gabe von 100 mg Acetylsalicylsaure (ASS;
Aspirin®) pro Tag zur antithrombotischen Therapie indiziert (26). Wobei Ayalew Tefferi und
Tiziano Barbui in ihrem klinischen Update 2019 zu hdmatologischen Erkrankungen hier eine
einmal taglich niedrig dosierte Gabe von 81 mg ASS pro Tag empfehlen (14). ASS ist vor allem

bei der Verhinderung mikrovaskularer Episoden wirksam (28).

Bei Thrombozytenwerten tiber 1000 x10°%/ sollte die Aspirintherapie vorsichtig abgewagt und
ein moglicherweise erworbenes von-Willebrand-Jirgen-Syndrom zuerst ausgeschlossen
werden. Falls das Labor abnormale Werte des von-Willebrand-Faktors (VWF) zeigt und/oder
Blutungen bestehen, ist die Aspiringabe kontraindiziert bzw. sollte das individuelle Risiko der
Blutungsneigung mit ASS im Vergleich zum Thromboserisiko ohne ASS abgewagt
werden. (20)

»Niedrig-Risiko*“ Patienten erhalten eine ASS-Therapie unabhangig der CVRF (26). So
empfehlen Tefferi et Barbui 2019 eine einmal tagliche niedrig dosierte ASS-Gabe und bei

Vorhandensein von CVRF sollte die ASS-Einnahme auf zweimal taglich erhoht werden (14).

Auch bei ,,Intermediar-Risiko“ Patienten gilt die ASS-Therapie unabhangig der bestehenden
CVREF sowie individuell eine zusatzliche zytoreduktive Therapie, falls entweder die Patienten
schon das 65. Lebensjahr erreicht haben oder CVRF vorliegen und/oder eine Leukozytose
von >10/nl besteht (14, 26).

Je nach individuellem Behandlungsverlauf kann die Therapie von diesem vereinfachten
Schema abweichen und beispielsweise schon bei ,Niedrig-Risiko“ Patienten eine
zytoreduktive Therapie von Noéten sein, falls z.B. Hamorrhagien auftreten,
Mikrozirkulationsstérungen trotz ASS-Einnahme bestehen oder eine Leukozytenzahl von
>15/nl besteht. Allgemein gilt, dass die Behandlung der ET sehr individualisiert angepasst

werden muss. (26)

»Hoch-Risiko“ Patienten erhalten eine zytoreduktive Therapie mit Hydroxyurea (HU),
pegyliertem Interferon oder Anagrelid (26). Zusatzlich empfiehlt sich die zweimal tagliche
ASS-Gabe (arterieller Thrombose in Anamnese) oder systemische Antikoagulation (bei

venoser Thrombose in Anamnese) (14).
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Neue Daten weil3en darauf hin, dass generell die einmal taglich niedrig dosierte ASS-Gabe
nicht ausreichen wiirde, um eine adaquate Unterdriickung der Thromboxan-A2-Synthese der
Blutplattchen zu bewirken, da der Thrombozytenumsatz bei ET-Patienten beschleunigt ist. Die
zweimalige ASS-Gabe am Tag wuirde hingegen zu einer wirksamen Unterdrickung fihren.
Deshalb wird fir einige Patienten zweimal taglich ASS empfohlen (z.B. Patienten mit

Hochrisikoerkrankungen und friiherer arterieller Thrombose). (29)

Hydroxyurea (HU) ist das Medikament der ersten Wahl zur Zytoreduktion bei ,Hoch-Risiko*
Patienten (26). HU wirkt als Inhibitor der Ribonukleotidreduktase, wodurch die DNA-Synthese
beeinflusst wird und es zu einer Senkung der Thrombozyten- als auch der Leukozytenzahl
kommt (30). An der Universitatsmedizin Mainz werden initial 15 - 20 mg/kg KG/Tag gegeben
und die Thrombozytensenkung auf <450 x10%1 angestrebt. Die HU-Dosis wird je nach Blutbild
angepasst (26).

Mit der HU-Behandlung verfolgt man zwei Ziele:

1.) Die Reduktion der Thrombozytenkonzentration auf unter 450 x10%I, weil erhohte
Thrombozytenkonzentrationen auferhalb der normalen Werte mit einem erhdhten
Blutungsrisiko und nicht mit erhéhter Thrombosegefahr assoziiert sind (31). Werte zwischen
450-600 x10%1 sind tolerierbar, v.a. wenn niedrigere Dosen HU dafiir benétigt werden (32).
2.) Korrektur einer Leukozytose (WBC 2 11 x10%I); da mehrere Studien zeigen, dass das
Auftreten einer Thrombose vielmehr durch eine Leukozytose und nicht durch eine

Thrombozytose beeinflusst wird (32).

HU ist das am haufigsten verschriebene Medikament der ersten Wahl fur ET-Patienten, da es
einfach zu verabreichen ist, ein gutes Wirksamkeits- und Nebenwirkungsprofil aufweist und
die Inzidenz von Therapieresistenzen gering ist (29). Demgegenuber weist HU jedoch auch
teratogene und embryotoxische Wirkungen auf; es bestehen Bedenken hinsichtlich einer
Gonadentoxizitdt und Mutagenitat. Daher sind von der Therapieempfehlung jlngere
Menschen (<40 Jahren), insbesondere Frauen im gebarfahigen Alter und Schwangere,
ausgeschlossen. Beobachtungsstudien haben gezeigt, dass Patienten mit MPN unter der
Therapie mit HU kein erhdhtes leukdmisches Transformationsrisiko haben. Im Gegensatz
dazu wurde die Behandlung mit radioaktivem Phosphor (P32), Alkylatoren (z.B.
Chloram-Bucil) oder Pipobroman mit einem signifikant hdheren Leukamierisiko in Verbindung
gebracht. (29)

Bei Unvertraglichkeiten, Kontraindikationen, Resistenz oder Ausbleiben des Therapieerfolges
unter Hydroxyurea stehen noch Anagrelid (z.B. Xagrid®), als das einzige zugelassene
Medikament der zweiten Wahl in Deutschland, sowie das als ,off label use” genutzte pegylierte

Interferon-a-2a (25) (Pegasys®) zur Verfugung. (10, 29)
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Nach dem Behandlungsschema der Universitadtsmedizin Mainz werden in oben genannten
Situationen oder bei isolierter Thrombozytose als Zweitlinientherapie 0,5 - 2,5 mg/Tag
Anagrelid (Xagrid®) gegeben (26). Anagrelid reduziert die Thrombozytenzahl selektiv, indem
es die Reifung der Megakaryozyten inhibiert (33, 34). Zudem hemmt es die zyklische

AMP-Phosphodiesterase Ill. Aufgrund widersprichlicher Ergebnisse aus kontrollierten

Studien mit ET-Patienten und angesichts der potenziell kardiovaskularen Toxizitat wird
Anagrelid, insbesondere bei alteren Patienten, nur selten eingesetzt und gilt als
Zweit-Linien-Medikament (29, 35).

Pegyliertes Interferon (Pegasys®) wird an der Universitdtsmedizin Mainz gerne alternativ zu
HU als ,off label use® fir die Behandlung insbesondere juingerer ET-Patienten (<60 Jahre)
genutzt (26). Hierbei werden 90 ug/Woche subkutan zur Nacht gegeben, wobei auch eine
Applikation nur alle zwei bis drei Wochen mdglich ist (26). Die Dosisanpassung erfolgt via
Blutbild-Kontrolle und Nebenwirkungsprofil (26). Pegyliertes Interferon verringere die Allellast

von Treibermutationen, was auf eine krankheitsmodifizierende Wirkung hindeutet (36).

2.1.8 Prognose

Die essentielle Thrombozythamie ist eine nicht heilbare indolente Erkrankung mit einer recht
guten Prognose. Aufgrund der thrombotischen Ereignisse, die die Erkrankung komplizieren
kdnnen, haben die ET-Patienten eine kiurzere Lebenserwartung als die gesunde
Allgemeinbevdlkerung (13). Dabei liegt die mediane Uberlebenszeit bei 20 Jahren (37). Bei
Patienten, die jlinger als 60 Jahre sind, liegt die mediane Uberlebenszeit bei etwa
33 Jahren (37). Bei rechtzeitiger Diagnostik kann man jedoch gut gegen die Entwicklung
thromboembolischer Komplikationen vorgehen, sodass die Lebenserwartung von
ET-Patienten gegenuber der Normalbevolkerung nur geringflgig eingeschrankt ist.
ET-Patienten mit einer JAK2-Mutation haben einen etwas ungulnstigeren Verlauf als Patienten
mit einer CALR-Mutation (1). Tefferi et al. beschreiben 2014 allerdings, dass der
JAK2/CALR-Mutationsstatus oder die JAK2V617F-Allelbelastung nachweislich das Uberleben
mit ET nicht beeinflusst (37).

2.1.9 Folgen/Erkrankungstransformationen

Die Thrombose ist nach wie vor die Hauptursache fir Morbiditadt und Mortalitat bei Patienten
mit einer MPN, mit einem hohen Rezidiv-Risiko auch unter adaquater antithrombotischer und
zytoredukiver Behandlung. 15 - 30 % der ET-Patienten entwickeln diese Hauptkomplikation
der Erkrankung. (11)

Bei der ET besteht zusatzlich das Risiko der Fibrosierung und Sklerosierung des
Knochenmarks (1). So kann es selten auch zu Erkrankungstransformationen kommen, bei
denen die ET in eine PV und/ oder in 15 % (38) der Falle direkt in eine post-ET-Myelofibrose
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(fibrotische Transformation, PMF-ahnlicher Phanotyp) tUbergehen kann. AuRerdem ist der
Ubergang in eine akute Leukamie (leukdmische Transformation) zwar sehr selten, dennoch
maoglich. (1, 38, 39)

Die leukdmischen Transformationsraten nach 15 Jahren werden auf etwa 2,1- 53 %
geschatzt, die fibrotischen Transformationsraten sind im gleichen Intervall etwas héher
mit 4 - 11 % (3).

2.2 THROMBOZYTEN

Die Blutplattchen sind zentrale Zellen in der primaren wie auch sekundaren Hamostase. Sie
sorgen dafir, dass die Blutstillung und Blutgerinnung ablauft und auf den Ort der Verletzung
begrenzt wird, indem sie zellgebunden Thrombin auf ihrer Oberflache generieren und so die
Fibrinbildung sowie Entstehung eines stabilen Thrombus erméglichen. (40)

Thrombozyten sind kleine kernlose, bikonvex scheibenformige Fragmente der
Megakaryozyten. |hr Durchmesser liegt bei 2-4um und die physiologische
Thrombozytenkonzentration im peripheren Blut liegt bei 150 — 450 x10%/1. (41-43)

Sie haben eine relativ kurze Lebensdauer von 8 - 11 Tagen (42).

2.2.1 Thrombopoese

Die Thrombopoese beginnt im Knochenmark. Dort differenzieren sich aus hamatopoetischen
Stammzellen die polyploiden Megakaryozyten. Sie bilden im Knochenmark pseudopodiale
Auslaufer, so genannte Protrombozyten, welche sich zwischen Zellen der sinusoidalen
Endothelschicht ausdehnen, davon dann Thrombozyten formen, abschniren und in den
Blutstrom abgeben. (42, 44)

Sinkt die Thrombozytenzahl im peripheren Blut, sorgt Thrombopoietin (TPO) Uber den
Thrombopoetin-Rezeptor (c-MPL-Rezeptor) fir die Stimulierung der Megakaryozyten,
wodurch diese Prothrombozyten bilden. TPO wird in der Leber und den Nieren gebildet. (42)
Blutplattchen werden nach etwa zehn Lebenstagen, wenn sie vorher nicht aktiviert wurden,
von Makrophagen in der Leber und Milz abgebaut (43). Daneben fungiert auch die Lunge als
Thrombozyten-Reservoir und als potenzieller Ort flr Oberflachenmodifikationen und
Thrombozyten-Clearance (Abbau). (45)

2.2.2 Funktionen

Die Thrombozyten stehen im Mittelpunkt der primaren wie auch der sekundaren Hamostase.
Sie sind somit aktive Mitspieler der Blutstillung, Blutgerinnung und Wundheilung. Dadurch sind
sie ebenso an akuten atherothrombotischen Ereignissen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall
sowie an der Genese der Arteriosklerose mafigeblich beteiligt. Viele Prozesse laufen dabei

zellgebunden auf der Thrombozytenoberflache ab. (46)
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Auflerdem Ubernehmen Thrombozyten wichtige Funktionen als Abwehrzellen, v.a. in der
unspezifischen, aber auch in der spezifischen Immunreaktion. Sie gehéren neben den
Leukozyten zu den wichtigsten Detektoren von Pathogenen. (40)

Thrombozyten agieren als Entziindungszellen (40), sind am Schutz des Endothels beteiligt
und gelten als wichtige Modulatoren der Angiogenese (46). Es wird ihnen auch eine

Beteiligung an Tumorwachstum und -metastasierung zugeschrieben (46).

2.2.3 Cytosolische und membrangebundene Bestandteile

Blutplattchen sind reich an cytosolischen und membrangebundenen Bestandteilen. Tabelle 3
und Tabelle 4 verschaffen einen Uberblick dariiber. Besonders hervorzuheben sind die
speziellen Granulatypen in den Thrombozyten, welche sie bei Aktivierung sezernieren und
dadurch vielfaltige Funktionen ausiiben kénnen. Am haufigsten sind a-Granula (47), die
Adhasionsproteine wie VvWF und Fibrinogen enthalten, aber auch Substanzen mit
unterstitzender oder hemmender Funktionen der Gerinnung (z.B. Gewebefaktor (,tissue
factor” (TF)), Gerinnungsfaktoren V, VII, Xl, Xl und Protein S), der Fibrinolyse (z.B.
Plasminogen) sowie der Angiogenese (z.B. den Angiogenese-Inhibitor Thrombospondin 1).
Die Proteine und Peptide kdnnen schon in den Megakaryozyten synthetisiert, durch
Endozytose aus dem Blutplasma aufgenommen oder auch selbstandig intrathrombozytar
gebildet werden. (42, 47, 48)

Bei Sezernierung der a-Granula verbleiben die Substanzen dann durch den Exozytoseprozess
entweder auf der Thrombozytenmembranoberflache (P-Selektin) oder sie werden ins Plasma
ausgeschuttet (Plattchenfaktor 4 (PF4), 3-Thromboglobulin). (49)

Die 0-Granula werden auch als ,dichtes® Granula bezeichnet, weil sie eine hohe
Elektronendichte aufweisen. Sie beinhalten proaggregierende Faktoren, die der Rekrutierung
weiterer Thrombozyten wahrend der Aggregation dienen. (42, S.976f.)

Die dichten Granula werden bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt, kdnnen aber nicht
wieder aufgeflllt werden (50). Die Inhalte der &-Granula verstarken in erster Linie die
Thrombozytenaggregation und die Thrombozyten-abhangige Koagulation. Gemeint sind vor
allem ATP und ADP, sowie die Botenstoffe Serotonin und Histamin. (47)

Die Lysosomen in den Blutplattchen beinhalten Enzyme wie Hydrolasen, die zum Abbau der
extrazelluldaren Matrix und zur Zellmigration beitragen (47). Ein mdglicher Beitrag zur
Hamostase oder Thrombose ist noch unbekannt (51).

Aus den komplexen Membransystemen der Thrombozyten wird Arachidonsaure
freigesetzt (40). Das dichte Tubulussystem (DTS) enthalt viele wichtige Enzyme, z.B. die
Cyclooxygenase 1 (COX1) und Thromboxan-Synthetase, welche die Bildung von
Thromboxan A2 (TxAz) aus der Arachidonsaure katalysieren. (40, 42, S.976f.)
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AuRerdem enthdlt das DTS einen groBen Ca®*-Pool, der wahrend der
Thrombozytenaktivierung mobilisiert wird. Ca?*-Fliisse sind zentrale Ausléser bei der
Thrombozyten-Aktivierung, -Rekrutierung und -Aggregation. (50)

Die Glykoproteine in der Thrombozytenmembran bilden Rezeptoren fir unterschiedliche
Thrombozyten-Agonisten. Diese Glykoprotein-Rezeptoren miissen teilweise erst noch in einen
aktivierten Zustand Uberfihrt werden, damit die Agonisten an sie binden kdnnen (z.B.
GPllb-llla) (42, S.976f.).

Tabelle 3: Ubersicht der zytosolischen Thrombozytenbestandteile und deren Inhalt
Zellbestandteile Inhalt (ubergeordnete | Genaue Inhaltsstoffe
Stoffklassen)

sRNA und
mitochondriale DNA
Mitochondrien

a-Granula Proteoglykane: PF4

R-Thromboglobulin

histidinreiches Glycoprotein

adhasive Gylcoproteine: VWF

Fibronektin

Vitronektin

Thrombospondin 1
(Angiogenese-Inhibitor)

P-Selektin (49)

Gerinnungsfaktoren: Fibrinogen
V, VI, XI, Xl
Protein S
Plasminogen
Wachstumsfaktoren: PDGF, TGF-R, EGF, VEGF
Protease-Inhibitoren: a2-Antitrypsin,
a2-Makroglobulin, TFPI (52)
Zytokine z.B. Interleukin-1B3, sCD40L
(52)
0-Granula Kleine ATP, ADP

nicht-Protein-Molekle

Polyphosphate (47)

Pyrophosphate

Serotonin, Histamin
Ca%*, Mg%
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Lysosomen Hydrolasen, Cathepsine und
Heparinasen

Zytoskelett Aktinfilamente und Mikrotubuli

komplexe kanalikulares System: Bestandteil: Arachidonsaure

Membransysteme Inhalt: u.a. TF (53)

dichtes Tubulussystem
(DTS):

Bestandteile: COX,
Thromboxan-Synthetase,

cycloAMP
Inhalt: v.a. Ca?*

Referenzen: (40, 42, 47, 49)

Tabelle 4: Ubersicht der thrombozytiren Zellmembranbestandteile

Membranbestandteile

Funktion

GPIb-V-IX VWF-Rezeptor

GPIb-IX Ko-Rezeptor fur PARs (Protease-aktivierte Rezeptoren;
v. a. aktiviert durch Serinproteasen wie Thrombin)(54)

PAR1, PAR4 Thrombin-Rezeptoren

GPla-lla Kollagen-Rezeptor

GPVI Kollagen-Rezeptor, Fibrinogen-Rezeptor(45)

GPIlIb-llla (Integrin ausB3)

Fibrinogen-Rezeptor

P2Y: P2Y1,

ADP-Rezeptoren

P2X,

ATP-Rezeptor

Thromboxan-Prostanoid-

TxA2-Rezeptor

Rezeptor (TP)
SHT2a Serotonin-Rezeptor
CLEC2 Podoplanin Rezeptor(45)

Phospholipide

Phosphatidylcholin,Sphingomyelin,

Phosphatidytlethanolamin, Phosphatidylinositol und
Phosphatidylserin
Cholesterol Membranfluiditdt, Membranstabilitat, Signalmodulation
Glykolipide Zellinteraktion, SignalUbertragung

Referenzen: (42, 50, 54-56)
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2.3 HAMOSTASE

Zu den zentralen Aufgaben der Hamostase zahlen die Aufrechterhaltung des flissigen
Blutzustands, die Blutstillung bei Gefaldverletzungen, der Verschluss des Gefal3endothels
sowie die Rekanalisierung des GefalRes nach Wiederherstellung der Gefaldintegritat durch
Fibrinolyse. Die Hamostase umfasst auch die Wundheilung und den Schutz der endothelialen
Barriere. (57)

Die blutstillenden/ -gerinnenden Prozesse nach einer Gefallverletzung bestehen aus einem
vaskularen Teil (verletztes GefaRendothel), einem zellularen Teil (v.a. Thrombozyten,
Monozyten, Leukozyten) und einem plasmatischen Teil (Gerinnungsfaktoren), wobei nach
traditioneller Einteilung wahrend der primaren Hamostase v.a. die Thrombozyten eine grof3e
Rolle spielen und es zur vorUbergehenden Blutstilung kommt und bei der sekundaren
Hamostase, die mit der Blutgerinnung gleichzusetzen ist, vor allem der plasmatische Teil
agiert. Dieses plasmatische Gerinnungsmodell der Hamostase ist jedoch mittlerweile veraltet
und wird von aktuelleren Denkansatzen aus neuen Forschungsergebnissen tberholt, da die
drei beteiligten Teile - vaskular, zellular, plasmatisch - vor allem wahrend der sekundaren
Hamostase offensichtlich sehr viel enger miteinander agieren als angenommen (57). Nach der
Blutgerinnung folgt die Fibrinolyse fir die Gefalirekanalisierung. Kommt es zu Stérungen in
diesem System, kann dies zu erhohter Blutungsneigung oder erhdhtem Thromboserisiko
fuhren. (42, S.979)

Normalerweise besteht ein Gleichgewicht von latenter Blutgerinnung und antikoagulativen
Prozessen. Die Prozesse laufen standig nebeneinander her. Zum Beispiel setzt das
Gefallendothel Stickstoffmonoxid und Prostacyclin (PGl.) sowie Ectonucleotidasen (spalten
ADP und ATP) wund Thrombomodulin (inaktiviert Thrombin) frei, um die
Thrombozytenadhasion, -aktivierung sowie -aggregation zu hemmen. Dadurch wird die

Bildung unerwiinschter Thrombozytenaggregate verhindert. (42, (S. 981), 45)

Im Folgenden wird sich auf die ausflihrlichere Erlauterung der primaren und sekundaren

Hamostase konzentriert.

2.3.1 Primare Hamostase

Kommt es zu einer Verletzung des GefalRendothels, folgt eine reflektorische, etwa 60
sekundige  GefalRkonstriktion, ausgelést durch Freisetzung vasokonstriktorischer
Triggersubstanzen (Serotonin und Katecholamine) aus den Endothelzellen und den
Thrombozyten. Dies resultiert in einer Verlangsamung des Blutflusses, wodurch die

nachfolgende zelluldre und plasmatische Blutstillung unterstitzt wird. (42, S.979)

Bei Gefalverletzungen wird die subendotheliale Matrix freigelegt und Thrombozyten kénnen

Verbindungen Uber spezifische Rezeptoren mit Proteinen wie vVWF, Thrombospondin 1
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(TSP-1) und Kollagen eingehen. Dabei legiert sich das thrombozytare Membran-Glykoprotein
GP-lb-V-IX(57) mit vWF oder TSP-1 und das GP-VI mit Kollagen. Auch CLEC2 (C-type
lectin-like receptor 2) scheint ein sehr potenter Thrombozyten-Adhasionsrezeptor zu sein (58).
Thrombozyten adharieren so an der verletzten GefalRwand und dichten das Gefaly zunachst
ab. Da dies aber noch sehr instabile Verbindungen sind, kénnten diese jeden Moment durch
den Blutstrom abreisen. Durch die Adhasion werden Signalkaskaden in den Thrombozyten
ausgelost, die zu Konformationsanderungen von Oberflachenrezeptoren und zu
Pseudopodienbildung der Thrombozyten flihren (52). Jetzt kdnnen auch die thrombozytaren
Glykoproteine GP-lIb/llla an Fibrinogen binden und GP-la/lla an Kollagen. Das an GP-lIb/llla
(auf adharenten Thrombozyten) gebundene Fibrinogen kann dann zirkulierende
Thrombozyten Uber deren GP-lIb/llla-Rezeptor binden. Durch diese so entstandenen
Fibrinogenbriicken kommt es zur Thrombozytenaggregation. Herrschen sehr starke
Scherkrafte in einem Gefal, ist auch der vWF in der Lage, Thrombozyten Uber
GPlIb/llla - vWF - GPlIb/llla — Brucken aggregieren zu lassen (59). Gleichzeitig setzen durch
Adhasion aktivierte Thrombozyten den Inhalt ihrer a- und d-Granula frei (siehe Kapitel 2.2.3,
Tabelle 3). Bei diesem Exozytosevorgang werden die Granulamembranproteine entweder auf
der Thrombozytenoberflache exprimiert (z.B. P-Selektine) oder ins Blutpasma sezerniert. Bei
der Sekretion der a-Granula verschmilzt dessen Membran mit der Plasmamembran und setzt
verschiedene Glykoproteine, wie P-Selektin (CD62P) auf der Oberflache der Thrombozyten
frei. P-Selektin und andere aktivierungsabhangige Glykoproteine, darunter CD40L, vermitteln
die Bindung der Thrombozyten an neutrophile Granulozyten und Monozyten. (50)

ADP und Serotonin aus den &-Granula, sowie die unabhangig von den Granula sezernierten
Thrombozytensubstanzen TxA> und PAF (platelet-activating factor) (60) Ubernehmen die
Aufgaben der autokrinen Stimulierung, sowie der Aktivierung und Rekrutierung weiterer
Thrombozyten. Die aus den a-Granula sezernierten Gerinnungsfaktoren (FV, FVII, FXI, FXII)
beschleunigen die Blutgerinnung, wohingegen sezernierte Wachstumsfaktoren und Zytokine
die Wundheilung férdern. (50)

Werden Thrombozyten in erhdhtem Malde aktiviert (z.B. simultan durch Thrombin und
Kollagen), kdnnen sie zusatzlich gerinnungsaktive Mikropartikel abschnuren (52). Diese
Mikropartikel exprimieren dann von Thrombozyten stammende Glykoproteine wie u.a.
GPIlIb/llla (CD41/CD61) und Aktivierungsmarker wie P-Selektin (CD62P) (61, 62). Au3erdem
enthalten sie neben den aktiven Enzymen wie Cyclooxygenase-1 (COX-1) und
12-Lipoxygenase (ALOX12) auch Gerinnungsfaktoren und Immunmediatoren (61, 62).
Thrombozytaren Mikropartikeln werden laut einigen Studien eine wichtige Rolle bei der
Hamostase, der Entstehung von Thrombosen, bei kardiovaskularen Erkrankungen und bei

Autoimmunprozessen sowie der Krebsentwicklung zugesprochen (61).
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2.3.2 Sekundare Hamostase

Als sekundare Hamostase bezeichnet man die eigentliche Blutgerinnung. Sie dient der
Stabilisierung des zuvor wahrend der primaren Hamostase entstandenen instabilen
Thrombus. Aus didaktischen Grinden wird die sekundare Hamostase teils noch nach dem
Modell von Paul Morawitz (42) in zwei unterschiedliche Aktivierungswege und
Enzymkaskaden eingeteilt, den extrinsischen und intrinsischen Weg, die beide am Ende in
einer gemeinsamen ,Endstrecke” minden Uber die Aktivierung des Gerinnungsfaktors X (FX)
und Bildung des Prothrombinase-Komplexes, welcher der Thrombingenerierung dient. TF ist
das entscheidende Protein, das die Hauptrolle in der Initiierung des extrinsischen Signalweges
spielt (Initierungsphase), wobei die Amplifizierung (Verstarkungsphase) den intrinsischen
Weg bendtigt.

Der extrinsische Weg startet mit dem Transmembran-Rezeptor TF in Verbindung mit dem
Gerinnungsfaktor FVlla. Der intrinsische Weg startet in vitro durch hydrophile Oberflachen, in
vivo durch den autoaktivierten FXlla (bzw. getriggert durch Kollagen, Polyphosphate oder
»Neutrophil Extracellular Traps® (NETs) (57)), der Prakallikrein zu Kallikrein umwandelt und so
eine Gerinnungskaskade auslost, bei der nacheinander die Gerinnungsfaktoren FXI, IX, FX
und Prothrombin aktiviert werden.

Heutzutage wissen wir, dass die beiden Wege nicht unbedingt als getrennt angesehen werden
kénnen, da viele Interaktionen stattfinden und letztlich unter physiologischen intravasalen
Bedingungen nur ein durch TF initiierten Aktivierungsweg der plasmatischen Gerinnung
existiert. Daher teilt ein aktuelleres Hadmostase-Modell, das zellbasierte Modell (urspringlich
beschrieben von Douglas Monroe (63, 64)), die Blutgerinnung (sekundare Hamostase) in drei
Phasen auf. Eine Phase der Initierung, eine Verstarkungsphase und eine

Vermehrungsphase. (57, 65)

2.3.2.1 Initiierungsphase

Eine entscheidende Rolle in der Initiierung der Blutgerinnung spielt das Protein ,tissue factor”
(TF, Gewebefaktor). TF ist auch als Thromboplastin, CD142 oder Gerinnungsfaktor Il bekannt
(42(S.981), 57). Aulerdem ist TF der einzige Gerinnungsfaktor, der ein integrales
Membranprotein mit einer extrazellularen, transmembrandren und cytosolischen Domane
darstellt (42, S.984). Er liegt aber auch in I6slicher Form als eine Spleivariante im Blut vor (66,
67).

Physiologisch ist der TF auf blutgefaRumgebenden Zellen zu finden, zudem wird er auch auf
jeweils aktivierten Endothelzellen, Monozyten, Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten
exprimiert, z.B. bei Entzindungsprozessen (40). Thrombozyten besitzen sogar zwei
TF-Quellen: ihre abgeschnirten Mikropartikel nach Thrombozytenaktivierung und ihr
de-novo-synthetisiertes TF. Diese Quellen dienen der Initiierung und auch der Verstarkung

(s.u.) der Gerinnungskaskade. (48)
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Bei einer Gefalverletzung kénnen durch die Freilegung des Subendothels die TF-tragenden
Fibroblasten sowie TF-tragenden glatten Muskelzellen mit dem Blut in Kontakt treten (57, 64).
Faktor Vlla bindet an den TF auf den Zellen, aktiviert die Gerinnungsfaktoren IX und X, FXa
bildet mit FVa den sogenannten Prothrombinase-Komplex auf TF-prasentierenden Zellen.
Dieser Prothrombinase-Komplex dient der Umwandlung von Prothrombin (FIl) zu Thrombin
(Flla) (57, 64). Da sich im Plasma Inhibitionskomplexe wie der ,Tissue Factor Pathway
Inhibitor* (TFPI) und Antithrombin befinden, wird die Diffusion von FXa zu anderen
Zellmembranen, um weitere Prothrombinase-Komplexe bilden zu kdnnen, verhindert und

damit die I6sliche FXa-Menge sowie letztlich die Thrombinmenge noch geringgehalten (57).

2.3.2.2 Verstarkungsphase

Diese in der Initiierungsphase generierte Thrombinmenge reicht nicht aus, um gentgend Fibrin
und einen stabilen Thrombus zu formen, jedoch kénnen die kleinen Thrombinmengen
durchaus weitere Thrombozyten sowie die Gerinnungsfaktoren V, VIII und XI aktivieren (63,
68). (40)

2.3.2.3 Amplifikationsphase

Fir die Stabilisierung des wahrend der primdren Hamostase entstandenen
Thrombozytenaggregats ist die genugende Fibrinbildung unerlasslich. Dafur mussen zuerst
grolle Mengen an Thrombin generiert werden. Dies geschieht durch koordinierte
rezeptorvermittelte Bindungen von Gerinnungsfaktoren auf der Thrombozytenoberflache. (46)
Nachdem TF-tragende Zellen Thrombin gebildet und dieses dann weitere Thrombozyten
aktiviert, kommt es auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten, durch deren
Oberflachenprasentation von prokoagulanten Phospholipiden (Phosphatidylserin (69)), zur
koordinierten Anlagerung des Tenase- und Prothrombinase-Enzymkomplexes. Der
Tenase-Komplex, bestehend aus FIXa/FVllla, katalysiert die Aktivierung des FX. Jetzt kann
sich der Prothrombinase-Komplex aus FXa/FVa zusammenlagern und die Reaktion von
Prothrombin zu Thrombin katalysieren, sodass es in kurzer Zeit zu einer massiven
Thrombingenerierung (,Burst®) auf der Thrombozytenoberflache, also nur am Ort der
Verletzung, kommt. (40, 57)

Thrombin spaltet Fibrinogen in Fibrinmonomere, welche polymerisieren und als
Fibrinpolymere durch Faktor Xllla quervernetzt werden (70). Dies fuhrt zur explosionartigen
Fibrinbildung in Thrombozytenaggregaten, ausreichend fur die Bildung eines stabilen

Fibrinnetzes, welches letztlich zum Wundverschluss flhrt. (40)
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2.4 THROMBOZYTEN-AGONISTEN

2.4.1 Physiologische Thrombozyten-Agonisten

Die in den folgenden Unterkapiteln beschriebenen I6slichen Agonisten Thrombin, ADP, TxA:
und Adrenalin stimulieren die Thrombozyten direkt Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCR). Unter normalen Umstanden steht keiner dieser Agonisten fir zirkulierende

Blutplattchen in ausreichender Konzentrationen zur Verfligung. (71)

2.41.1 Thrombin

Als Thrombin bezeichnet man den Gerinnungsfaktor lla, dessen Synthese durch TF initiiert
wird (siehe Kapitel 2.3.2.1). Mithilfe des auf der Thrombozytenoberflache befindlichen
Prothrombinase-Komplexes aus Faktor Xa und Va wird Prothrombin (FIl) zu Thrombin (Flla)
gespalten. Thrombin ist eine proteolytisch aktive Serin-Protease, welche durch Abspaltung
von zwei kleinen Peptiden die Reaktion von Fibrinogen zu Fibrin katalysiert und somit zur

Bildung eines stabilen Thrombozytenaggregats beitragt. (60)

S. R. Coughlin beschrieb in seinem Review von 2005 (72), dass Thrombin eine Vielzahl an
Reaktionen in anderen Zellen auslose. Es bewirke zum einen die Aktivierung der
Thrombozyten, also dessen Formveranderungen, Sekretionsmechanismen, die Mobilisierung
von P-Selektinen und CD40 Liganden auf die Membranoberflache und die Aktivierung des
Membranintegrins GPlIb/llla. In kultivierten Endothelzellen bewirke Thrombin die Freisetzung
von VWF, Produktion von Chemokinen und auch die P-Selektin-Mobilisierung an dessen
Membranoberflache. Auflerdem kann Thrombin bei Gefalverletzungen Uber die glatten
Muskelzellen eine Vasokonstriktion auslésen und vieles mehr. (72)

Wie bereits von S. R. Coughlin beschrieben, fungiert Thrombin als hochpotenter
Thrombozytenaktivator (72). Dafur bindet Thrombin an thrombozytare Rezeptoren und spaltet
einen kleinen Teil davon ab (60), damit eine Signalkaskade ins Zellinnere ausgeldst und die
Thrombozyten aktiviert werden. Zu diesen humanen Thrombozyten-Rezeptoren zahlen die
Protease-aktivierenden Rezeptoren PAR1 und PARA4. Die Protease-aktivierenden Rezeptoren
(PAR) sind G-Protein-gekoppelt (Gq, G12/G13, PAR1 ist auch Gi-gekoppelt (55, 72, 73)) und
spielen eine wichtige Rolle bei Hamostase, Thrombose und auch bei entzindlichen
Geschehen (72). Thrombin bindet an PAR und spaltet irreversibel dessen N-terminale
extrazellulare Domane ab, sodass ein neues N-terminales Ende entsteht, welches als
intramolekularer Selbstligand an PAR bindet und es zur Konformationsanderung von PAR
kommt, wodurch transmembranére Signalkaskaden ausgel6st werden (72). PAR4 bendétigt zur
Aktivierung héhere Thrombinkonzentrationen als PAR1 (55, 74, 75).

Auflerdem kann Thrombin seine eigene Produktion durch autokrine Stimulierung Uber die
Bindung an die Untereinheit GPlba des Komplexes GP-Ib-IX-V —auf der

Thrombozytenoberflache initiieren und verstarken (76). Die Bindung uber GPlba

19



LITERATURDISKUSSION

(Ko-Rezeptor fir PARs) beschleunigt die Proteolyse und Aktivierung von thrombozytaren
PAR1 (77, S.252). Es ist zudem moglich, dass GPIba als direkter oder indirekter Kofaktor fir
PAR4 fungiert (77, S.252).

Die Ergebnisse von Brian Estevez et al. (54) zeigten ebenfalls eine enge Kooperation
zwischen den GPIb-IX und PARs-Signalwegen. Das GPIb-I1X Glykoprotein bindet hochaffin an
Thrombin. Es konnte gezeigt werden, dass gerade bei niedrigen Thrombinkonzentrationen das
Vorhandensein von und damit die Bindung an GPIb-IX und die Kooperation mit den PARs
Signalwegen fur die Thrombozytenaktivierung unerlasslich sei, und damit auch eine wichtige

Rolle bei der Entstehung von Thrombosen spiele.

Thrombin aktiviert zudem die Gerinnungsfaktoren FV, FVIII, FIX (78, S.743), FXI und FXIII.
FVa kann dann die Prothrombinaseaktivitat als Cofaktor verstarken, damit noch mehr
Thrombin gebildet wird. Der Gerinnungsfaktor FVIlla wirkt als Kofaktor von FIXa und bildet den
sogenannten Tenasekomplex auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten, der die Bildung
von FXa katalysiert und somit die Thrombusbildung weiter beschleunigt. Der von Thrombin
aktivierte Gerinnungsfaktor FXla wandelt auch FIX in FIXa um. Zum Ende der
Gerinnungsphase katalysiert der Thrombin-aktivierte FXllla die Bildung kovalenter
Vernetzungen zwischen benachbarten Fibrinketten, um ein elastisches, polymerisiertes
Fibrin-Gerinnsel zu erhalten (79). (57)

All diese durch Thrombin bedingten Reaktionen und die Thrombingenerierung selbst findet auf
der thrombozytaren Zelloberflache statt (72).

Freies, im Kreislauf zirkulierendes Thrombin hingegen ist sehr kurzlebig und bindet
Thrombomodulin auf anormalem Endothel. Dadurch verandert Thrombin seine Spezifitat und
kann das Protein-C-System aktivieren, sodass FVa und FVllla abgebaut und damit die

Blutgerinnung gehemmt wird. (60, 72)

24.1.2 ATP, ADP

Die Nukleotide Adenosindi (ADP)- und Adenosintriphosphat (ATP) werden u.a. aus zerstorten
Erythrozyten (80) sowie aus den d-Granula aktivierter Thrombozyten freigesetzt und wirken
als sogenannte ,sekundare Agonisten®, da sie zwar nicht die primare Thrombozytenaktivierung
initiieren, aber als Reaktion darauf ausgeschittet werden, um die Aktivierung weiterer
Blutplattchen in unmittelbarer Umgebung zu verstarken (50).

ADP ist ebenso ein Beispiel fur einen sogenannten "schwachen" Agonisten, der von sich aus
nur eine geringe Sekretion und eine submaximale GPIlIb/llla-Aktivierung férdert und als
alleiniger Agonist nur eine reversible Aggregation auslost. Sobald jedoch nach Stimulation der
Thrombozyten durch andere Agonisten vermehrt ADP aus den &-Granula freigesetzt wird,
verstarkt ADP die Aktivierungsreaktion der Thrombozyten durch Bindung an purinerge

Rezeptoren und ermdglicht so die Bildung stabiler Thrombozytenaggregate. (77, 81)
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Dabei interagiert ADP mit den purinergen Rezeptoren P2Y und P2Y12. Der P2Y1-Rezeptor ist
Gg-gekoppelt, wodurch bei Stimulierung die Phospholipase C-B aktiviert (PLC-B) wird. Die
PLC-8 katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) zu
Inositoltrisphosphat (IP3), wobei zusatzlich Diazylglyzerol (DAG) entsteht (73). IPs fuhrt zu
einer enormen Ca?*-Mobilisierung aus dem dichten Tubulussystem und DAG fiihrt zur
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (73). Die PKC fihrt u.a. zur Aktivierung des
GPIIb/llla-Rezeptors (aipBs) (82). Durch all diese Reaktionen kommt es zur thrombozytaren
Formveranderung (,shape change“ mit Pseudopodienbildung) und transienten (reversiblen)
Aggregation. (50, 71, S.451)

Der P2Y1>-Rezeptor hingegen ist Gi-gekoppelt. Bei Aktivierung kommt es zur Hemmung der
Adenylatzyklase (83), zur Senkung des zyklischen AMP (cAMP), zur Stimulierung des
PI3K-Weges und schlieRlich auch zur Verlangerung des Anstiegs des thrombozytaren
cytosolischen Ca?* (71, S.451). Aulterdem steigert ADP Uber den P2Yi,-Rezeptor die
Thrombingenerierung (84, 85) und aktiviert den GPIlIb/llla-Rezeptor, was wiederum zur
Plattchenaggregation fuhrt (83, 86).

Die Thrombozytenaktivierung durch freigesetztes ADP wird durch dessen enzymatische
Umwandlung in inaktives  Adenosinmonophosphat (AMP) durch endotheliale
Ekto-ADPase/CD39 begrenzt (50).

Marina Panova-Noeva et al. demonstrierten, dass durch den ADP-Stimulus ET-Patienten, vor
allem die JAK2V617F-mutierten sowie die mit ASS therapierten, mit einer pathologisch hohen
Aggregationsantwort sowie einer vermehrten Thrombinbildung der Thrombozyten im

Gegensatz zu gesunden Kontrollprobanden reagieren (80).

ATP dient vorerst der Energielbertragung. Als Spaltprodukt entsteht dabei ADP, was
wiederum als Thrombozytenagonist fungiert (42). An den P2Y-Rezeptoren auf humanen
Thrombozyten wirkt ATP kompetitiv antagonistisch zu ADP (87). Allerdings ist ATP der einzige
Agonist des P2Xi-Rezeptors. Hierbei handelt es sich um einen ligandengesteuerten
lonenkanal, bei dessen Aktivierung es zum massiven Ca?*-Einstrom in die Thrombozyten
kommt. Fur sich allein hat dies keine ausgepragte Wirkung, daher wird dem P2X;-Rezeptor
eher eine unterstitzende und beschleunigende Funktion der Signalwege anderer

Thrombozyten-Agonisten zugeschrieben. (71, S.908)

2.4.1.3 Thromboxan A2

Bei Thromboxan A2 (TxAz) handelt es sich um ein Arachidonsaurederivat, ein Eicosanoid. Die
Arachidonsaure ist integraler Bestandteil vieler biologischer Zellmembranen und wird bei
Bedarf durch Phospholipasen [v.a. die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2)], aus den
Membranen herausmobilisiert und fir die Bildung von Eikosanoiden (Thromboxan,
Prostaglandine und Leukotriene) umgebaut. (78, S.14, S.627)
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TxAz wird an der Thrombozytenmembran aus Arachidonsaure mithilfe der Zyclooxygenase
(COX1) und Thromboxan-Synthetase (aus dem dichten Tubulussystem der Plattchen) Uber
das Zwischenprodukt Prostaglandin H, (PGH2) gebildet. Bei Thrombozytenaktivierung wird
das TxA: dann Granula-unabhangig freigesetzt. (50, 60)

Im Labor kann mit Hilfe des Agonisten Arachidonsdure der eben beschriebene
Eikosanoid-Syntheseweg getestet und mogliche Stérungen aufgedeckt werden (88).

Das sezernierte TxA; bindet an seine Gg- und G12/G13-gekoppelten (73)
Thromboxan-Prostanoid-Rezeptoren (TPa, TPB) und potenziert stimulierende Prozesse (50,
60). Durch die darauffolgende Konformationsanderung des Fibrinogenrezeptors GPlIb/llla
wird ein aggregationsférdendes Signal vermittelt (60, 89). Zusammen mit dem thrombozytar
sezernierten ADP verstarkt TxA2 die Aktivierung weiterer Thrombozyten; es fordert also die
Thrombozytenaggregation und die Entleerung der Thrombozytengranula (60). Zusammen mit
Serotonin wirkt TxAz zusatzlich vasokonstriktorisch (60).

Der Stimulationsweg des TxA, st hingegen nicht essentiell fir die
Thrombozyten-Aktivierung, -Sekretion oder -Aggregation (50). Daher hemmt die Blockierung
dieses Weges durch Acetylsalicylsdure (COX-Inhibitor), TxA>-Rezeptor-Inhibitoren oder

TxA2-Synthase-Inhibitoren die Thrombozytenaktivierung auch nicht vollstandig (50).

2.4.1.4 Adrenalin

Adrenalin (Epinephrin) stimuliert die Blutplattchen Uber Bindung an Gz-gekoppelte
axa-Rezeptoren (73). Der Adrenalin-Signaliibertragungsweg teilt sich eine gemeinsame
Endstrecke mit dem durch ADP stimulierten P2Y12-Rezeptor-Signalwegs. Dies konnte
erklaren, weshalb P2Y12-Rezeptor-Inhibitoren  (Ticlopidin, Clopidogrel) bei der
antithrombotischen Therapie ischamischer arterieller GefalRerkrankungen nicht so erfolgreich
sind wie erhofft. (50)

2.4.1.5 Kollagen (Adhasionsprotein)

Adhasionsproteine stimulieren Thrombozyten Uber Quervernetzungen, "Clustering" von
spezifischen Rezeptoren und nachfolgender Tyrosinkinase-abhangiger
Signaltransduktion (46).

Kollagen ist das haufigste Protein in unserem Koérper und auch das wichtigste in der
extrazellularen Matrix. Kollagene sind die Strukturproteine des Bindegewebes und zéhlen zur
Gruppe der Glykoproteine. Bisher sind 20 verschiedene Kollagentypen bekannt. Jedoch ist
dessen Aufbau im Prinzip immer der gleiche. Drei linksgangige Kollagen-a-Ketten lagern sich
zu einer rechtsgangigen Tripelhelix zusammen. Die Art der Kollagen-a-Ketten und die
Kombination der Zusammenlagerungen derer ergibt die unterschiedlichen Kollagentypen. Die
grofite Gruppe innerhalb der Kollagene bilden die fibrillaren Kollagene mit den Typen [, II, 111,
V und XI. Die Fibrillen entstehen durch eine Zusammenlagerung der Tripelhelices, welche

durch Schiff-Basen quervernetzt sind und ein sehr stabiles Konstrukt bilden. (78, S.396 f.)
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Freigelegtes Kollagen in der subendothelialen Matrix eines verletzten GefalRes kommt in
Kontakt mit Thrombozyten und wechselwirkt mit ihnen Gber zwei verschiedene Mechanismen:
die indirekte Bindung an die Thrombozytenoberflache Uber intermediare Proteine sowie die
direkte Erkennung von Kollagenrezeptoren. Beispielsweise bindet Kollagen indirekt
brickenbildend Uber den VvWF, den GP Ib/V/IX-Komplex oder den aktivierten
GP lIb/llla-Komplex an die Thrombozyten. Fir die Bindung direkt an Kollagenrezeptoren der
Thrombozyten werden verschiedene Membranproteine vorgeschlagen: mitunter GPla/lla,
GPllIb/GPIV (CD36) sowie GPVI. (90)

GP-VI ist der wichtigste Aktivierungsrezeptor fir Kollagen (90). Auf Thrombozyten bildet er
einen Komplex aus zwei GPVI-Rezeptoren, die uber deren FcRy-Kette dimerisieren (91). Die
Thrombozytenaktivierung uber die GPVI-Kollageninteraktion ist eine einzigartige Reaktion, die
sich von den Aktivierungswegen anderer Thrombozytenrezeptoren unterscheidet (91).

Jurk et al. fassen in ihrem Paper 2005 (50) den genauen Aktivierungssignalweg von Kollagen
Uber GP-VI zusammen. Kollagen bindet dabei an die Fc-Rezeptor-y (FcRy) Kette des GP-VI.
Dies fuhrt zur Phosphorylierung des ,Immunrezeptor-Tyrosin-basierten Aktivierungsmotivs®
(ITAM) der FcRy Kette durch die Src-Tyrosinkinasen Lyn und Fyn mit nachfolgender Bindung
und Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Syk. Das wiederum fuhrt zur Aktivierung
der Phospholipase Cy2 (PLCy2), zur nachfolgenden IPs-Synthese und dann zu ahnlichen
Prozessen, wie sie bei Gg-gekoppelten Rezeptoren ablaufen (50). Infolgedessen kommt es zu
Konformationsanderungen der Rezeptoren GP-lIb/llla (bindet Fibrinogen, vWF oder
Kollagen(90)) und GP-la/lla (bindet Kollagen), wodurch die Thrombozytenformveranderung
und —ausbreitung gefordert wird (46, 50).

Eine Kollagenfibrille hat mehrere Bindungsstellen, um mehrfach GP-VI binden zu kdénnen.
Dadurch ,clustert® Kollagen die Rezeptoren, es kommt also zu Quervernetzungen auf der
Thrombozytenmembran, welche die aktivierenden Signalkaskaden auslésen Uber
ITAM-Sequenzen. (40, 46)

Studien haben gezeigt, dass Kollagen Typ | und Il (welcher in der GefaRintima und —media,
sowie in  atherosklerotischen Plaques vorkommt) (92) zu den starksten

Plattchen-aktivierenden Substanzen gehdren (93).

2.4.1.6 von-Willebrand-Faktor (Adhasionsprotein)

Der von-Willebrand-Faktor (VWF) wird Uberwiegend von Endothelzellen, aber auch aus den
a-Granula der Thrombozyten freigesetzt. Er kann sowohl frei im Plasma vorliegen, wie auch
an Kollagen gebunden in der extrazelluldaren Matrix. Dort fungiert er als Adapterprotein
[adhasives Glykoprotein (42, S.977)] und bindet mit seiner A1 Domane an GPlba des
GPIb-IX-V Thrombozyten-Rezeptor-Komplexes (77, S.400) sowie an GPIlIb/llla. Dadurch
kommt es zur Adhasion der Thrombozyten an die subendotheliale Matrix. AulRerdem
stabilisiert der VWF den FVIII im Plasma durch Bildung eines groRen Proteinkomplexes.

Kommt es zu einem Defekt oder Mangel des vWF, so spricht man vom sogenannten
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Von-Willebrand-Syndrom, bei dem es sich um die haufigste angeborene Gerinnungsstérung
handelt. (60, S.700f.)

2.4.2 weitere Thrombozyten-Agonisten
2.4.21 TRAP-6

Das Thrombin-Rezeptor-Aktivierungs-Peptid 6 (,thrombinreceptor activating peptide®,
TRAP-6) ist ein synthetisch hergestelltes Hexapeptid, welches die Struktur und Funktion von
Thrombin nachahmt. Es entspricht einer Aminosduresequenz, die durch den von Thrombin
gespaltenen Thrombinrezeptor PAR1 (Protease-aktivierter Rezeptor) (55) freigelegt wird.
Diese Spaltung, durch die ein neuer N-Terminus entsteht, ist notwendig, um einen neuen
Liganden zu kreieren, der den PAR1 dann intramolekular bindet und aktiviert (94). TRAP-6
enthdlt die ersten 6 Aminosduren Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn des durch normalerweise
Thrombin neu gespaltenen N-Terminus von PAR1. Ein anderes synthetisch hergestelltes

Peptid ist das TRAP-14, welches die ersten 14 Aminosauren des N-Terminus enthalt. (95)

Die TRAPs sind in der Lage, Aggregation und Sekretion durch ahnliche Mechanismen wie
Thrombin zu induzieren (94). Dies geschieht jedoch nicht in vollem Ausmal}, da die TRAPs
nur PAR1 binden kénnen, wohingegen Thrombin auf humanen Thrombozyten die Rezeptoren
PAR1 und PAR4 bindet und spaltet, an GPlba bindet und auch noch weitere

Gerinnungsfaktoren aktivieren kann (57, 72, 76).

Lit-Fui Lau et al. fassten in ihrem Paper zusammen, dass TRAP-6 und -14 (genauso wie
Thrombin auch) eine mitogene Aktivitat haben, die Wundheilung stimulieren und auch ahnliche
Wirkungen auf die Endothel- und Muskelzellen sowie humane Monozyten haben. Wenn
allerdings im gleichen System durch Antagonisten oder ASS-Gabe die Konzentrationen von
ADP und TxA: reduziert wurden, traten durchaus Unterschiede zwischen den TRAPs und
Thrombin auf. TRAPs waren weniger effizient in ihren Wirkungen: sie konnten keine so grof3en
irreversiblen Thrombozytenaggregate ausldsen; sie verursachten eine zu geringe
Oberflachenexpression des aktivierten Fibrinogenrezeptors GPlIb-llla als fur die Aggregation
eigentlich notwendig und produzierten nicht so gro3e und langanhaltende intrazellulare

Signale wie Thrombin. Es resultierte keine volle Aggregation durch die TRAPs. (95)

Setzt man TRAP als Thrombozytenagonist im Labor ein, kann eine Stérung im

PAR1-Signalweg oder im PAR1 selbst aufgedeckt werden.

2.4.2.2 Convulxin
Das Protein Convulxin wurde erstmals 1981 von Prado-Franceschi und Vital Brazil aus dem
Toxin der Klapperschlange Crotalus durissus terrificus isoliert. Es zahlt zur Familie der

C-Typ-Lektine (96). Convulxin besitzt eine heterodimere Struktur, da es aus zwei Uber
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Disulfidbricken miteinander verbundenen Untereinheiten (a und B) besteht, welche den
Komplex asBs bilden (97).

Mit hoher Affinitdt bindet Convulxin an Thrombozyten und wirkt dort als potentes
Blutplattchen-aggregierendes Protein (98). Dabei bindet es ausschliellich an den
Kollagenrezeptor GPVI (p62) und fihrt wie Kollagen auch zur ,Clusterung” der Rezeptoren
und zu ahnlichen Signalkaskaden in den Thrombozyten (98). Es kommt zur Aktivierung der
Phospholipase Cy2 (PLC,2) durch Tyrosin-Phosphorylierung (98). Die PLC fuhrt zum Anstieg
von Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3), welches zum Ca?*-Anstieg fiihrt, und Diacylglycerin
(DAG), welches wiederum die PKC aktiviert (98, 99). Diese Prozesse enden in einer
Thrombozytenaktivierung und —aggregation (99).

Convulxin hat sich als ein sehr potenter Thrombozytenagonist herauskristallisiert; es werden

nur geringe Mengen bendtigt, um eine maximale Aggregation zu induzieren (98).

2.4.2.3 Ristocetin

Ristocetin ist ein heute nicht mehr therapeutisch genutztes Antibiotikum. Schon 1971 haben
M.A. Howard wund B.G. Firkin beobachtet, dass Ristocetin in vitro die
Thrombozytenaggregation in ,Plattchen-reichem-Plasma“ (PRP) induziert (100). Dabei fordert
es die Interaktion des vVWF mit dem thrombozytaren Glykoprotein GPIb (101). /n vitro nutzt
man deshalb gerne Ristocetin, um den Effekt des vWFs zu imitieren und um das
Vorhandensein und die Intaktheit des GPlba-V-IX-Komplexes sowie dessen Interaktion mit
dem VWF bzw. Defekte im vVWF zu bestimmen (101, 102).

Es ist bekannt, dass Ristocetin sowohl an den vVWF bindet, als auch an GPIlb und an die
Thrombozytenmembranoberflache (102, S.394).

Howard und Firkin fuhrten ihre Versuche mit einem turbidimetrischen Aggrogemeter durch;
auch heute wird auf diese Weise die Ristocetin-induzierte-Thrombozytenaggregation
gemessen. Kommt es zu Beeintrachtigungen der Reaktion auf Ristocetin, kann das eine
qualitative oder quantitative Stérung des vWF oder GPIb andeuten. Wenn nur hohe
Ristocetin-Konzentrationen eine Thrombozytenaggregation auslésen, kann dies zum einen
auf ein Bernard-Soulier-Syndrom (Defekt/Mangel an GPlba-V-IX) oder auf ein schweres
von-Willebrand-Jurgens-Syndrom (vWD; Defekt/Mangel an vVWF) hinweisen. Alternativ kann
eine verstarkte Reaktion auf Ristocetin auf ein VWD Typ 2B (Defekt des vVWF) oder auf einen
thrombozytaren (Pseudo-) VWD (Defekt von GPIba-V-IX) hindeuten. (102)
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2.5 MONONUKLEARE ZELLEN UND WECHSELWIRKUNGEN MIT
THROMBOZYTEN

Die mononuklearen Zellen (MNC) des peripheren Blutes setzen sich aus allen Zellen mit einem
runden Zellkern zusammen: Lymphozyten (B-, T- und Natirliche Killer [NK]- Zellen),
Monozyten und dendritische Zellen. All diese Zellen gehoéren der tGbergeordneten Gruppe der
Leukozyten an. Die Lymphozyten nehmen dabei einen Anteil von 70 - 90 %, die Monozyten
von 10 - 20 % und die dendritischen Zellen von nur 1 - 2 % ein. Zentrifugiert man das humane
Vollblut mit einem Antikoagulanz (z.B. Citrat), so befinden sich die Monozyten - auf welche in
dieser Arbeit ein besonderer Fokus gelegt wird - innerhalb des sogenannten ,buffy coats®, ein
dunner Leukozytenfilm, der sich zwischen den roten Blutkérperchen und dem hellen Plasma
gebildet hat (siehe Kapitel 3.7, Abbildung 1). (103)

Monozyten zirkulieren im peripheren Blut und sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen
Immunsystems. Sie stammen urspriinglich aus dem Knochenmark und werden standig ins
Blut abgegeben. Sie sind die Vorlauferzellen von dendritischen Zellen und der ins Gewebe
diffundierten und differenzierten Makrophagen, welche im Gewebe verschiedenste Funktionen
der Immunabwehr austben (v.a. Phagozytose). (67, 104)

Bernd Engelmann und Steffen Massberg fiuhrten 2013 den Begriff Immunothrombose ein,
welcher das Zusammen- und Wechselspiel des angeborenen Immunsystems mit dem
Gerinnungssystem verdeutlichen sollte (105). Letztlich diene dies der intravaskularen
Immunabwehr, da Krankheitserreger besser erkannt und deren Eindringen bzw. Verbreitung
im Gewebe verhindert werden (105).

Die Verbindung des angeborenen Immunsystems mit dem Gerinnungssystem besteht darin,
dass Leukozyten - speziell Monozyten, Makrophagen und Neutrophile Granulozyten (keine
MNC) - unter besonderen Bedingungen eine phanotypische Transformation durchlaufen und
TF exprimieren, sowie proinflammatorische und prokoagulante Substanzen produzieren und
ausschutten kdénnen (106). Hierbei exprimieren die Neutrophilen TF viel eher durch die
Aufnahme von Mikropartikeln und synthetisieren diesen nicht selbst (48).

Zu solchen sogenannten besonderen Bedingungen zahlen entziindliche Geschehen (auch
steril) oder Gefaliverletzungen. Die Leukozyten reagieren zum einen auf die Einleitung von
Gerinnungsprozessen und zum anderen auf entziindliche extrazelllulare Stimuli wie IL-1, IL-2,
IL-6, Interferon-y, TNF-a, Lipopolysaccharide und C-reaktives Protein (CRP) (67). (107)

Monozyten sind die grofte intravaskuldare Quelle fur TF (67, 108). Sie exprimieren
physiologisch eine geringe Menge und in aktiviertem Zustand grof3e Mengen an TF auf ihrer
Oberflache (106). So wirken sie mafigeblich an der Thrombingenerierung und damit an der
Aktivierung, Adhasion und Thrombusformation von Thrombozyten sowie an der Aktivierung

der sekundaren Hamostase mit (106). Monozyten sind dadurch wichtige Mitspieler bei der
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Thrombusbildung, Wundheilung, bei chronischen Entzindungen, Krebs, Atherosklerose,

Thrombosen oder an disseminiert intravasalen Koagulationen (DIC) bei Sepsis (109).

Obwohl die Leukozytenaktivierung die Hamostase malgeblich beeinflusst, kdnnen
andersherum auch aktivierte Thrombozyten und aktive Gerinnungsfaktoren die prokoagulante
und proinflammatorische Aktivitat von Leukozyten verstarken (106). Aktivierte Thrombozyten
sind aufgrund ihrer P-Selektin-Prasentation auf der Oberflache mafigeblich an der Aktivierung
von Monozyten beteiligt (109). Denn Glykoproteine wie P-Selektin (CD62P) sind
ausschliel3lich auf der Membran der a-Granula in ruhenden Thrombozyten lokalisiert. Bei der
Granulasekretion bei Thrombozytenaktivierung verschmelzen die Granulamembran mit der
Thrombozytenmembran, wodurch P-Selektin nun auf der Thrombozytenoberflache freiliegt.
Diese P-Selektine binden an den Leukozytenrezeptor P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1) (67), der sich auch meist auf den von den Leukozyten abgeschnlrten TF-tragenden
Mikropartikeln befindet (48), und vermitteln zusammen mit anderen aktivierungsabhangigen
Glykoproteinen (z.B. CD40L) die Bindung der Thrombozyten an Monozyten und neutrophile
Granulozyten und flihren so auch zur Hochregulierung der TF-Expression auf Monozyten
(110). (50, 111)

Zusatzlich fordert diese Monozyten-Thrombozyten-Aggregatbildung auch die Expression von
CD11b/CD18 (Mac-1) auf Monozyten, was wiederum die Interaktionen mit Thrombozyten Gber
Fibrinogen, welches Mac-1 mit dem thrombozytaren Glykoprotein Ilb/llla verbindet,
erleichtert (67, 112).

Auch das generierte Thrombin auf der Thrombozytenoberflache wirkt chemotaktiv auf
Monozyten (113), indem es u.a. an deren PAR1-Rezeptoren bindet (106). Durch Spaltung des
G-Protein-gekoppelten PAR1 lauft in den Monozyten der Phospholipase A2-Signalweg ab, der
die Transkriptionsfaktoren NF-kappaB und AP-1 aktiviert (109). Sie sorgen fur die Regulation
der TF-Expression auf Monozyten (109). AuRBerdem wird durch Thrombin Uber den
PAR-Signalweg die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-6 und der
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha(TNF-a), initiiert (106, 114).

Kommt es zu einer verstarkten Aktivierung der Thrombozyten, z.B. durch die Kombination aus
Kollagen und Thrombin, so kénnen sie Mikropartikel abschniren (52). Die Mikropartikel
vermitteln u.a. eine Wechselwirkung von Leukozyten untereinander sowie von Leukozyten mit
dem GefalRendothel (40, 46). Leukozyten (Monozyten und Granulozyten) lagern sich an ein
entstandenes Thrombozytenaggregat an (52). Ob dies der Begrenzung des Thrombus oder
der VergroRRerung dient ist bisher nicht erforscht (52).

ET-Patienten haben erhdhte Level an Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten (67).

Auch wahrend eines Entzindungsprozesses im vaskuldren System konnen sowohl

Thrombozyten als auch Endothelzellen sowie Monozyten aktiviert werden und TF auf ihrer
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Oberflache exprimieren (52). Beispielsweise bindet das CRP an den Monozyten-Rezeptor
FcyRlla (CD32), woraufhin CD40-Rezeptoren exprimiert werden. CRP und der CD40-Ligand
induzieren letztlich die TF-Expression in Monozyten (67). Auf Monozyten bildet der TF auch
einen Komplex mit FVlla und kann FX binden und aktivieren. Thrombozyten oder deren
sezernierte Mikropartikel lagern sich an die TF-exprimierenden Zellen an und so wird ein
urspruingliches Entziindungsgeschehen mit Gerinnungs- und Thromboseprozessen verknupft.
(52, 67)

Daruber hinaus unterstutzen Leukozyten im Blut die Aufrechterhaltung des Blutflusses.
Ruhende Monozyten beispielsweise exprimieren die Antikoagulanzfaktoren endothelialer
Protein-C-Rezeptor (EPCR), Thrombomodulin (TM) und Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor
(TFPI). (106)

Auch bei der Thrombusrekanalisation spielen Monozyten eine wichtige Rolle. Sie dringen in
das Innere des Thrombus ein, phagozytieren Thrombusbestandteile und initiieren die
Thrombolyse, indem sie u.a. das ,Monozyten chemotaktische Protein“ MCP-1 sezernieren, um
weitere Monozyten an den Thromboseherd zu rekrutieren und zur Organisation sowie
Auflésung von Venenthromben beizutragen. Monozyten sind in der Lage, Fibrin abzubauen

sowie die Neovaskularisierung des Thrombus zu veranlassen. (67)
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3 MATERIAL UND METHODEN

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Materialien wie Gerate, Verbrauchsmaterialien

und Reagenzien in Tabellen aufgelistet, das Studiendesign nédher erlautert und die

verwendeten Methoden Lumi-Aggregometrie sowie das ,Calibrated Automated
Thrombinoscope” genauer beschrieben.
3.1 GERATE
Tabelle 5: Eingesetzte Gerate und deren Hersteller
Gerat Typ Firma
Automatisches Sysmex KX-21N Sysmex Deutschland

Hamatologie-Analysegerat
Kolbenhub-

Einkanalpipetten

Magnetriihrer

Lumi-Aggregometer

pH-Meter

Prazisionswaage

Rollenmischer

Thrombinoskop

Research® Plus, variabel

0,1-2,5 ul

Research® Plus, variabel
0,5-10 pl

Research® Plus, variabel 2-
20 pl

Research® Plus, variabel
10-100 pl

Research® Plus, variabel
20-200 pl

Research® Plus, variabel
100-1000 pl

NeoMag D-6010
Chrono-Log-Aggregometer,
Model 700

pH/ORP Meter, HI 2211

CPA1003P

Sunlab®Rollenmischer:
Modell SU 1400/ D-8400

Fluoroskan Ascent™ FL
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GmbH, Hamburg

Vertrieb
GmbH,

Eppendorf
Deutschland

Wesseling

neoLab®, Heidelberg

Chrono-Log Corporation,
USA

Hanna Instruments
Deutschland GmbH,
Véhringen

Sartorius AG, Géttingen

Sunlab®, Germany

Thermo Fisher Scientific

Biosciences GmbH, USA
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Vortexmischer

Wasserbad

(mit Einsatzen)

Zentrifuge

Neo-Vortex D-6012

ED-AP (042) (5A max. 60 °C)

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

3.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 6: Eingesetzte Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Aufziehkantilen

Blutentnahmerohrchen

Feindosierungsspritzen

Kantule mit Schlauch zur

Blutenthahme

Kuvetten

Latexhandschuhe

Magnetriuhrstabchen

Mikrotiterplatten

Pipettenspitzen

Polypropylen-Rohrchen

mit konischem Boden

Typ

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

Inject®-F, 1 ml

Safety-Multifly®-Set 21 G

Chrono-Log Glaskuvetten

Sempercare® Premium

PS-Microplate, 96-Wells,
u-férmiger Boden

TipOne 0,1-10 pl

TipOne 1-200 ul

TipOne 1000 pl

Gelloading 1-200 ul
Cellstar® Tubes 15 ml

Cellstar® Tubes 50 ml
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neoLab®, Heidelberg

Julabo GmbH, Seelbach

Beckmann Coulter™

Krefeld

Hersteller
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Sarstedt

Numbrecht

AG & Co,

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen
Sarstedt
Numbrecht
Probe & Go Labordiagnostik
GmbH, Osburg

Lohmann & Rauscher GmbH
& Co.KG, Neuwied

AG & Co,

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

StarLab GmbH, Hamburg
StarLab GmbH, Hamburg
StarLab GmbH, Hamburg

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
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Polypropylen-Réhrchen

mit rundem Boden

Reagenzrohrchen

ReaktionsgefaRe

Ruhrstabchen

Spritzen

Spritzenfilter

Transferpipetten

3.3 REAGENZIEN

Roéhrchen 14 ml, Zwei-
Positionen-
Beluftungsstopfen

Polystyrol, 5 mi

SafeSeal Gefale (1,5 ml)
Chrono-Log Stir bars

2 ml, Braun Injekt®

5 ml, BD Discardit™ ||

10 ml, BD Discardit™ ||
Rotilabo®-Spritzenfilter, CA,
steril, Porengrof3e 0,2 um,
25 mm Durchmesser
Einmal-Pasteurpipetten

mit integriertem Saugball
3,5ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

A. Hartenstein ~ GmbH,
Wirzburg

Sarstedt AG & Co,,
Numbrecht

Probe & Go Labordiagnostik
GmbH, Osburg

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Carl Roth GmbH + Co. KG,,

Karlsruhe

Sarstedt
Numbrecht

AG & Co,

Tabelle 7: Eingesetzte Reagenzien und Puffer mit jeweiliger Zusammensetzung

und/oder Konzentration
Bezeichnung

Dextranlosung (10 %)

Dextranlosung (6 %)

Apyrase

Konzentration/
Zusammensetzung

1 ml enthélt: 0,1 g Dextran,

Aqua ad injectabilia

Hersteller
Apotheke der
Universitatsmedizin

Mainz, Mainz

6 ml Dextranlésung (10 %),

4ml 09% isotonische
Natriumchlorid-Lésung,
0,054 g NaCl

500 U/ml
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Aqua ad injectabilia Braun B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Arachidonsaure Natriumsalz 5 mg/ml in 98 % Ethanol Sigma Aldrich Chemie

gelost GmbH, Darmstadt
ATP-Standard 0,4 uM Probe & go
(Adenosintriphosphat- Labordiagnostik ~ GmbH,
Standard) Osburg
Chrono-Lume 2 uM Luciferin/Luciferase Probe & go
Labordiagnostik ~ GmbH,
Osburg
Chrono-Par Collagen 1 mg/ml Probe & go
native Kollagenfibrillen (Typ Labordiagnostik GmbH,
) Osburg
Citrat Molare Masse: 294,19 g/mol Carl Roth GmbH + Co.
KG., Karlsruhe
Convulxin 100 pg/ml gelost in HBSS Enzo Life Science GmbH,
(Hank’s  balanced  Salt Loérrach
Solution)
CGS-Puffer, pH 6,5 (Citrate- 120 mM NaCl, 12,9 mM
Glucose-Sodium-Puffer) Citrat, 30 mM Glucose
Creatinphosphat (CP) 500 mM Sigma Aldrich Chemie
Dinatriumsalz Tetrahydrat GmbH, Darmstadt
Creatinphosphatkinase 1000 U/ml Sigma Aldrich Chemie
(CPK) aus Hasenmuskel GmbH, Darmstadt
EGTA-L6sung 500 mM Carl Roth GmbH + Co.
(Ethylenglycol- KG., Karlsruhe
bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure)
FluCa-Kit Fluo-Puffer + Fluo-Substrat = Stago Deutschland Gmbh,
Dusseldorf
Glukose Molare Masse: 180,16 g/mol Carl Roth GmbH + Co.

KG., Karlsruhe
HBSS (Hank’'s balanced Salt 53,3 mM KCI; 4,4 mM Life Technologies GmbH,
Solution) KH2PO4; 1379,3 mM NaCl; Ober-Olm
3,4 mM Na;HPO4-7H20;
55,6 mM Dextrose
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Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-

1-piperazinyl)-
ethansulfonsiure)
Hepes-Puffer; pH 7,4

Isotonische Natriumchlorid-

Losung 0,9 %

Infusionslésung

Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid (MgCl>)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO:s)
Natriumhydrogenphosphat
(NaH2PO.)
Natriumhydroxid (NaOH)

PBS (phosphate
buffered solution,
phosphatgepufferte
Salzl6sung)
PBS,pH 7,4

PPP-Reagenz (platelet-poor-
Plattchen-

plasma-reagent,
armes-Plasma-Reagenz)
PRP-Reagenz

(platelet-rich-plasma-reagent,

Plattchen-reiches-Plasma-

Reagenz)

(wiv)

Molare Masse: 238,31 g/mol

145 mM NaCl, 5 mM KClI,
1 mM MgClz, 10 mM Hepes,
10 mM Glucose

1 ml enthalt:

9 mg Natriumchlorid,

Molare Konzentration:

1 ml enthalt: 0,154 mol Na*,
0,154 mol CI

Molare Masse: 74,56 g/mol

Molare Masse: 203,3 g/mol

Molare Masse 58,44 g/mol

Molare Masse: 84,01 g/mol

Molare Masse: 141,96 g/mol

2 mol/l

10 x konzentrierte Losung:

2,7 mM KCI, 140 mM NaCl,

10 mM Phosphat

10x PBS-Fertigprodukt
1:10 in ddH20 gel6st
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Carl Roth GmbH + Co.
KG., Karlsruhe

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

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

Darmstadt

AppliChem GmbH,
Darmstadt
Stago Deutschland

GmbH, Duisseldorf

Stago Deutschland

GmbH, Duisseldorf



MATERIAL UND METHODEN

Salzsaure (HCI) 2 mol/l Carl Roth GmbH + Co.
KG., Karlsruhe

Thrombin (Bovine) 100 U/ml in 0,9 % NaCl Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt

Thrombin-Kalibrator Stago Deutschland

(thrombin-calibrator) GmbH, Disseldorf

TRAP-6 40 mM in DMSO Bachem Distribution
Service GmbH, Weil am
Rhein

Tyrodepuffer, pH 7,4 140 mM NaCl, 2,7 mM

KCl, 12mM  NaHCO;,
0,42 mM NaH:POs, 5,5mM

Glucose, 5 mM Hepes

3.4 SOFTWARE

Tabelle 8: Eingesetzte Software-Programme
Software Hersteller

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

EndNote™ X9 Thomson Reuters, USA

GraphPad Prism 8.3.1 GraphPad Software, USA

Microsoft Office 2016 fur Windows: Word,

E | Microsoft Corporation, USA
xce

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

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

3.5.1 Studiendesign

Diese Dissertation ist Teil der vom ,Bundesministerium fur Bildung und Forschung“ (BMBF)
geférderten grundlagenforschungsorientierenden monozentrisch prospektiven Pilotstudie
,untersuchung der Thrombozyten und Leukozytenfunktion bei Patienten mit essentieller
Thrombozythdmie® des Centrums fur Thrombose und Hamostase (CTH) der
Universitatsmedizin Mainz, die sich mit der Hypothese beschaftigte, dass nicht die
Thrombozyten-Konzentration, sondern vielmehr die Thrombozyten-Dysfunktion (Phanotyp

und die Funktionskapazitdt) ausschlaggebend fir die klinisch  heterogenen
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Pathomechanismen der ET sind. Ziel dieser Studie waren umfassende Untersuchungen des
hamostatischen und entzindlichen Thrombozytenaktivierungspotentials durch
fortgeschrittene  in-vitro-Thrombozytenfunktionstests sowie die Untersuchung von
Leukozytenfunktionen bei Patienten mit der Diagnose ET. Hiermit sollte das Ziel verfolgt
werden, die spezifischen Pathomechanismen der klinischen Krankheitsauspragungen naher
zu identifizieren zur Ermittlung individueller Risikofaktoren, damit mdglicherweise darauf

aufbauende individuelle Therapieschemata entwickelt werden kénnen.
Die Pilotstudie lief von April 2016 bis April 2019.

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Erforschung moglicher Veranderungen in den
Thrombozytenfunktionen (Aggregation, ATP-Freisetzung, Thrombingenerierung), den
Leukozytenfunktionen (speziell die Thrombingenerierung der mononuklearen Zellen [MNC]),
sowie in der Interaktion zwischen Thrombozyten und MNC im 1-Jahres-Follow-up (1. FU) von
sich in Behandlung befindenden Patienten mit essentieller Thrombozythamie.

Hierfir wurde eine Beobachtungsstudie mit einem prospektiv  kontrollierten
Langsschnittstudiendesign durchgefiihrt. Vor der Durchfihrung der Untersuchungen wurde
die methodische Hilfe und Beratung bei den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fr

Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) eingeholt.

3.5.2 Genehmigung

Das Studienprotokoll erhielt am 04.08.2016 ein positives Ethikvotum vom Ethik-Komitee der
Landesarztekammer Rheinland-Pfalz. [Studien-Nr.: 837.302.12, 25.07.12; 2018-13290 1,
27.07.2018; 837.262.16 (10581)].

3.5.3 Patienten- und Kontrollprobandenkollektiv
3.5.3.1 Fallzahl

Im Rahmen dieser Studie kam es von September 2016 bis August 2018 zum Einschluss von
insgesamt 19 ET-Patienten, von denen 13 eine vollstandige Follow-up-Untersuchung erhielten
und in der vorliegenden Dissertation beschrieben werden. Als Kontrollgruppe dienten 10

gesunde erwachsene Probanden.

3.5.3.2 Patientenkollektiv - Rekrutierung sowie Ein- und Ausschlusskriterien

Die Rekrutierung des Patientenkollektivs erfolgte in Zusammenarbeit mit der Ill. Medizinischen
Klinik (Hamatologie, Internistische Onkologie, Hamostaseologie, Stammzelltransplantation,
Pneumologie) der Universitatsmedizin Mainz. Es wurden Patienten mit bereits diagnostizierter
oder dem Verdacht auf ET ausgesucht und Uber die Studie aufgeklart, sodass nach

Unterschreiben der Einwilligungserklarung fur die Studienteiinahme die bendtigte
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Blutentnahme erfolgen konnte. Die regelmafigen Termine der ET-Patienten wurden dann fur

weitere Blutentnahmen genutzt, um die Untersuchungen vervollstandigen zu konnen.

Fir die Studienteilnahme der Patienten wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien
definiert:

Einschlusskriterien:

o Bestatigte ET-Diagnose nach den WHO Diagnostikkriterien (2016) (21)
e Alter 2 18 Jahre
o Bestatigte JAK2V617F- (Januskinase-2) oder CALR- (Calreticulin) Mutation

e Schriftliche Einwilligungserklarung
Ausschlusskriterien:

e Leukozytenzahl = 20.000/pl

e Patienten mit akutem/subakutem thromboembolischem Ereignis (innerhalb von 6
Wochen ab Einschluss in die Studie)

e Schwangerschaft

o ET-Patienten mit cMPL- (humanes myeloproliferatives Leukamieprotein Onkogen)
Mutation

o ET-Patienten unter Anagrelid oder Interferon-a Therapie

o fehlende schriftliche Einwilligungerklarung

3.5.3.3 Kontrollprobandenkollektiv

Die Rekrutierung des Probandenkollektivs fir die Kontrollgruppe erfolgte spontan und
freiwillig. Es wurden 10 gesunde Probanden rekrutiert, welche jeweils einmal ohne
vorausgehende Einnahme von ASS oder anderer Thrombozyten-beeinflussender
Medikamente (innerhalb der letzten 10 Tage vor der Blutentnahme) untersucht wurden und
bei welchen die darauffolgende Blutentnahme nach 3-tagiger ASS-Einnahme (einmal taglich
100 mg) erfolgte. Die Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme erfolgte vor der

Blutentnahme.

3.5.4 Datenschutz

Im Rahmen der Studie liefen alle Untersuchungen und Verwendungen von Personendaten
datenschutzkonform ab (gemalR der europaischen Datenschutzverordnung). Die &arztliche
Schweigepflicht wurde eingehalten, die Aufklarung und Unterzeichnung der
Einverstandniserklarung  (u.a. Zustimmung der pseudonymisierten  Weitergabe
personenbezogener Daten an Dritte einschlieBlich im Rahmen von Publikationen) zur

Studienteilnahme erfolgte vor der Blutentnahme. Die angegebenen Daten zur Person (Name,
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Alter, Geschlecht, Diagnose, aktueller Gesundheitszustand, Krankheitsverlauf) und die
generierten Laborergebnisse wurden als pseudonymisierte Daten auf gesicherten Servern

gespeichert, auf die nur Studienbefugte Zugriff haben.

3.5.5 Statistische Datenauswertung

Das Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) stand den
Doktoranden der AG Jurk des CTHs fir die Datenauswertung beratend zur Seite. Die
Auswertung der Messergebnisse dieser Dissertation erfolgte deskriptiv Gber Word- und
Excel-Tabellen sowie die Statistiksoftware GraphPad Prism 8.3.1. Zunachst wurden
Box-Whisker-Plots mit Minimum und Maximum, 25 %- und 75 %-Perzentile sowie dem
Medianwert erstellt, anhand derer statistische Auswertungen angefertigt wurden. Zur
Evaluierung der Datenverteilung innerhalb der einzelnen Gruppen, orientierend an der
Gauschen Normalverteilung, wurde der Shapiro-Wilk Normalitatstest angewendet. Fir den
Gruppenvergleich normalverteilter Daten wurde der T-Test genutzt, flr nicht normal verteilte
Daten der Mann-Whitney-Test. Aus den errechneten P-Werten wurden Tabellen gestaltet, die
sich im Anhang befinden. Aufgrund einer zu geringen Fallzahl von nur 13 ET-Patienten und
10 Kontrollprobanden konnte man bei den Ergebnissen dieser Studie nicht von einer
statistischen Signifikanz, sondern allenfalls von einer statistischen Auffalligkeit (falls der
errechnete P-Wert im Gruppenvergleich unter dem Signifikanzniveau von 5 % (<a (0,05)) lag)

oder einer Tendenz sprechen.

Im zweiten Ergebnisteil dieser Dissertation, also fir den intraindividuellen Vergleich zwischen
den Messergebnissen aller 13 Patienten im 1. Follow-up (1. FU) und dem Ersteinschluss,
wurden zur visuellen Darstellung Verlaufs-Punktdiagramme herangezogen, jedoch keine

statistische Auswertung durchgefuhrt.

3.6 VENOSE BLUTENTNAHME

Die Blutentnahme der eingewilligten Patienten fand in der hdmatologischen Ambulanz der
lll. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Mainz statt. Den Kontrollprobanden wurde
das Blut direkt im Labor des CTH (AG Jurk) abgenommen.

Dabei punktierte man im Regelfall eine Vene in der Ellenbeuge mithilfe einer 21-Gauge Nadel
und nahm das Blut in vier 10 ml S-Monovetten® mit Citrat (finale Konzentration 10,6 mM
NasCitrat) (sowie eine 10 ml S-Monovette EDTA zur Auswertung eines kleinen Blutbildes) ab.
Es wurde darauf geachtet, dass die abgenommenen Citratréhrchen zur Vermengung des
Vollblutes mit dem Antikoagulans nur vorsichtig geschwenkt (niemals geschuttelt) wurden. Es
durften maximal 60 Minuten vergehen, bis die Blutproben im Labor zur Weiterverarbeitung und
Versuchsdurchfuhrung ankamen. Selbst beim Transport wurde darauf geachtet, dass die

Blutproben mdglichst wenig Erschitterungen ausgesetzt waren, sowie auf Raumtemperatur
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(RT) warmgehalten wurden, damit es nicht zur Praaktivierung der Thrombozyten kam. Im
Labor angekommen, wurde sofort ein kleines Blutbild aus einer EDTA- sowie Citrat-Monovette

mit dem Sysmex Cell Counter erstellt.

3.7 GEWINNUNG DES THROMBOZYTEN-REICHEN, -ARMEN
UND -FREIEN PLASMAS

Fur die Herstellung von ausreichend Thrombozyten-reichem Plasma (,platelet-rich plasma®,
PRP) fir die Versuche dieser Arbeit bendtigte man insgesamt vier 10 ml
Vollblut-Citrat-Monovetten. Diese wurden fir 10 Minuten bei 200 xg (Rotor SX4400, accel 9,
decel 2, RT) zentrifugiert. Danach entstand aufgrund der unterschiedlichen Dichte der
Blutzellen eine sichtbare leukozytare Trennschicht (,buffy coat®) zwischen dem sich darlber
liegendem gelblichen PRP (in dem sich noch Citrat-Plasma, Plasmaproteine und
Thrombozyten befanden) und dem darunter liegenden rétlichen Erythrozyten (siehe Abbildung
1). Das PRP wurde mit einer Transferpipette vorsichtig abgenommen (das Abpipettieren
erfolgte mit kleinem Abstand zu der leukozytaren Trennschicht, damit keine Verunreinigung
des PRPs mit Leukozyten erfolgte) und in ein 5 ml Polystyrol-Reagenzrohrchen gegeben.
Davon wurde wieder ein kleines Blutbild erstellt, um die Thrombozytenkonzentration zu

messen.

Die Citrat-Monovetten wurden nun ein zweites Mal fur 10 Minuten zentrifugiert, allerdings mit
2000 xg und einer Bremse von 9 (accel 9, decel 9, RT). Es entstand wieder ein gelblicher
Uberstand, bei dem es sich um Thrombozyten-armes Plasma (,platelet-poor plasma“, PPP)

handelte. Dieses wurde mit einer Transferpipette in 1,5 ml-Reaktionsgefalle pipettiert.

Fir die ET-Patienten brauchte man letztlich aber Thrombozyten-freies Plasma (,platelet-free
plasma“, PFP) fur die Versuche, weil die Patienten teils so viele Thrombozyten hatten, dass
ein schon von Thrombozyten befreites PPP nicht gewahrleistet werden konnte. Deshalb
wurden die mit PPP beflllten Reaktionsgefalie mit dem kleinen Rotor F2402H in der Zentrifuge
ein weiteres Mal fur 10 Minuten zentrifugiert bei 17800 rpm (29099 xg, accel 9, decel 9, RT).

Fir die Lumi-Aggregometrie-Versuche wurde das PRP mit autologem PFP auf
200.000 Thrombozyten/ul verdunnt und fur die CAT-Versuche wurde das PRP auf
150.000 Thrombozyten/ul verdinnt.
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Abbildung 1: Generiertes PRP nach einmaliger Zentrifugation einer Citrat-Monovette

3.8 GEWINNUNG ISOLIERTER THROMBOZYTEN

Unter isolierten Thrombozyten versteht man Thrombozyten, die frei von jeglichen ihnen
normalerweise umgebenden Plasmabestandteilen sind. Fur die Herstellung von sogenannten
,washed platelets” (WP) bendtigte man zunachst eine 10 ml Citrat-S-Monovette mit Vollblut.
In dieses Citratrdhrchen wurden 40 yl EGTA-L6sung (finale Konzentration: 3 mM) und
Apyrase (finale Konzentration: 0,2 U/ml) gegeben. Apyrase ist ein Enzym, welches das
freigesetzte ADP aus eventuell zerstorten Erythrozyten oder Thrombozyten in AMP
umwandelt, damit die Thrombozyten nicht bereits durch das freigesetzte ADP stimuliert
werden.

Dieses Gemisch wurde dann fir 10 Minuten bei 200 xg (decel 2, RT) zu PRP zentrifugiert. Das
PRP wurde nun vorsichtig mit einer Transferpipette abgenommen, sodass keine Leukozyten
oder Erythrozyten das PRP verunreinigten, und in ein grof3es Polypropylen-Réhrchen mit
rundem Boden pipettiert. Das abgenommene PRP wurde mit CGS-Puffer (man wahlte diesen
Puffer mit einem leicht sauren pH-Wert von 6,5, damit die Thrombozyten durch den
Zentrifugationsstress nicht voraktiviert wurden) 1:1 verdinnt und 5 bis 10 Minuten bei RT
stehen gelassen. Nach dieser Ruhezeit wurde eine leichte 10-minutige Zentrifugation mit 80 xg
(decel 1, RT) durchgefluihrt, damit die Leukozyten als Pellet am Boden ausfallen und man das

.reinere® PRP nun in ein neues Polypropylen-Réhrchen mit rundem Boden transferieren
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konnte. Dieses wurde nochmals mit einer héheren g-Zahl von 380 xg fur 10 Minuten bei RT
zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation wurde der Plasmartickstand abgenommen, verworfen
und die Ubrig gebliebenen Platichen (das Pellet) nochmals gewaschen, d.h. zuerst in 1ml
CGS-Puffer geldst und dann mit weiteren 2 ml hinzugefligtem CGS-Puffer gewaschen. Nach
einer weiteren Ruhezeit von 5 bis 10 Minuten folgte die letzte Zentrifugation bei 380 xg
(decel 2, RT). Das uberschissige Plasma wurde verworfen, das Thrombozytenpellet mit
500 — 1000 ul (abhangig von PelletgréRe) Hepes-Puffer (pH = 7,5) resuspendiert und eine
kurze Einwirkzeit eingehalten. AbschlieRend bestimmte man die Konzentration der

Thrombozyten im Sysmex Cell Counter.

3.9 GEWINNUNG MONONUKLEARER ZELLEN

Zur Extrahierung mononuklearer Zellen (,mononuclear cells, MNC) wurden zunachst 4 ml
Vollblut aus einer 10 ml Citrat-S-Monovette mittels Transferpipette entnommen und auf zwei
Reagenzréhrchen verteilt (je 2 ml). Nun wurden jeweils 0,5 ml einer 0,2 um gefilterten
6-prozentigen Dextranlésung (in 0,9 % NaCl) in die Reagenzréhrchen gegeben und vorsichtig
mit der Transferpipette vermischt. Es folgte eine Inkubationszeit von mindestens 45 Minuten
bei RT. Die Dextranlésung sorgte daflir, dass die Erythrozyten im Vergleich zu den anderen
Zellen schneller sedimentierten. Der entstandene Uberstand mit der angereicherten
MNC-Fraktion wurde aus beiden Reagenzrohrchen abgenommen, in ein gemeinsames 14 mi
Polypropylen-Réhrchen mit rundem Boden transferiert, vorsichtig vermischt und auf zwei
Polypropylen-Réhrchen gleichmaRig verteilt. Jedes Rdhrchen wurde nun bis auf 10 ml mit
CGS-Puffer (pH 6,5) aufgeflllt und bei 70 xg (decel 9, RT) zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation entstand ein Pellet mit MNC und der Uberstand, welcher Thrombozyten und
Erythrozyten enthielt, wurde abpippetiert und verworfen. Ein Pellet der zwei Rdhrchen wurde
nun mit 300 pl patienteneigenem PFP geldst und das andere Pellet wurde mit 300 pl PFP einer
gesunden Kontrolle (entsprach nicht der Kontrollgruppe aus dieser Dissertation) gel6st.
Danach wurden diese Gemische jeweils in ein Reaktionsgefald Uberfiihrt und im Sysmex Cell
Counter die Konzentration der MNC (v.a. Monozyten und Lymphozyten) gemessen. Die
Gemische sollten nahezu keine roten Blutkdrperchen (RBC) enthalten und eine
Thrombozytenzahl von unter 100.000/pl aufweisen.

Da die Lymphozyten fur die Thrombingenerierung weniger relevant sind, konzentrierte man
sich in diesem Versuch auf die thrombingenerierenden Monozyten und stellte hier die MNC
auf eine definierte Konzentration ein. Ziel war es, eine MNC-Konzentration (MXD#) von
mind. 0,5 x10%/ul zu erreichen und wenn nétig mit dem jeweiligen PFP auf diese Konzentration

zu verdinnen.
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3.10 LUMI-AGGREGOMETRIE

3.10.1 Allgemeines Versuchsprinzip

1962 beschrieb zuerst Gustav Born die Plattchenaggregation durch ADP und modifizierte
einen Photorimeter, um die Aggregation in plattchenreichem Plasma kontinuierlich messen zu
konnen (115). Darauffolgend designte R.D. Feinman et al. 1977 das erste Lumi-Aggregometer,
durch welches das gleichzeitige Messen der Plattchenaggregation und ATP-Sekretion in PRP
(mittels der optischen Dichte) oder in Vollblut (per elektrischer Impedanzmessung) maéglich
wurde (116). Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Lumi-Aggregometer handelte es sich um
das Chrono-Log-Aggregometer Model 700. Es ermdglicht die Messung der durch Agonisten
induzierten Plattchenaktivierung in vitro in PRP oder Vollblut (nicht in dieser Arbeit genutzt).
Es misst dabei gleichzeitig die Thrombozytenaggregation und die ATP-Sekretion. Die
Aggregationsmessung fuldt auf der optischen Lichttransmissionsmethode, wie sie erstmals
von Gustav Born 1962 beschrieben wurde (115, 117). Die Probenkammern sind so konzipiert,
dass fur die Aggregations-Messung ein Infrarot-Lichtstrahl durch zwei Kivetten scheint, von
denen eine PRP und die andere PFP (als Referenz) enthalt (116). Silizium-Fotodioden
erfassen das Licht, das durch die Proben hindurchtreten kann (116).

Die PRP-Probe wird willkirlich als 0 %-Transmission bzw. 0 %-Aggregation (Nullwert; noch
VOR Zugabe eines Agonisten) betrachtet; die PFP-Probe wird als 100-prozentige
Lichttransmission/Aggregation betrachtet. Wenn nun ein Agonist der PRP-Probe
hinzugegeben wird, werden die Plattchen angeregt und es kommt durch die beginnende
Formveranderung (,shape change®) und Aggregation zu Veranderungen der
Lichttransmission, die Uber die Zeit auf dem Aufnahmegerat aufgezeichnet werden. Die
Zunahme der Lichttransmission ist dabei proportional zur Thrombozyten-Aggregation. (49,
116, 118)

Die Versuche laufen unter stadndigem leichten Rihren der Proben ab, mithilfe von
Magnetrihrstdbchen bei 1000 rpm (rev/min, ,revolutions per minute®, Umdrehungen pro
Minute). Dadurch wird der notwendige Thrombozytenkontakt untereinander und damit die

maximale in-vitro Plattchenaggregation gewahrleistet. (119)

Die ATP-Sekretion hingegen wird mit der Lumineszenz-basierenden Messmethode (mit einem
Photomultiplier) gemessen. Die Lumineszenz beruht auf einer biologischen Reaktion, wie sie
auch in Gluhwiurmchen stattfindet. Dabei reagiert das aus den &-Granula (,dense bodies®) der
Thrombozyten freigesetzte ATP mit einem Luciferin-Luciferase-Reagenz (Chrono-Lume). Die
durch den Photomultiplier gemessene Emission der entstandenen Chemolumineszenz ist

proportional zur freigesetzten ATP-Menge. (118, 120-122)

D-Luciferin + ATP ~ --ltwiferasel_> Chemolumineszenz + Oxyluciferin + AMP + H20 + CO2
(vgl. (77,5.567))
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Zur Kalibrierung der Lumineszenz und Messung der sezernierten ATP-Menge wird zunachst
die Lichtemission eines ATP-Standards mit bekannter ATP-Konzentration in PRP gemessen
(88, 123).

Aulerdem kann man mithilfe der Lumineszenz-basierenden Messmethode die freigesetzte
ADP-Menge aus den 6-Granula der Thrombozyten bestimmen, indem man eine Versuchsreihe
mit zusatzlichem Kreatinphosphat und Kreatinphosphokinase ansetzt. Als Initiator der
Thrombozytenaktivierung wurde Kollagen (10 pl/ml) verwendet. Mithilfe der katalysierenden
Funktion der Kreatinphosphokinase konnte nun das freigesetzte ADP durch Kreatinphosphat
zu ATP phosphoryliert werden und so zur totalen ATP-Konzentration beitragen. Fir die
Berechnung der ADP-Menge musste man die errechnete ATP-Menge aus dem vorherigen
Versuch (der nur mit 10 ug/ml Kollagen ablief) von der totalen Konzentration des generierten
ATP im nachsten Versuch nach Zugabe der Reagenzien Kollagen, CP und CPK, subtrahieren.
Die Lumineszenz-Messung der ATP-Sekretion liefert einen eindeutigen Beweis fur eine
normale oder gestorte Freisetzung von ATP aus den ,dense Granula“. Dies erhoht die
Sensitivitdt des Tests gegenlber Sekretionsstérungen und Thrombozyten-Granula-Mangel

(,storage pool deficiency®). (116)

Die Lumi-Aggregometrie ist die aktuell etablierteste in-vitro-Methode zur simultanen Testung
der Plattchenaggregation und ATP-/ADP-Generierung der Thrombozyten. Die Fahigkeit oder
Unfahigkeit der Thrombozyten, auf bestimmte Agonisten zu reagieren, ist die Grundlage fur
die Differenzierung von Thrombozytenfunktionsstérungen. (116)

Die Limitierung stellt hier, wie bei der Aggregometrie nach Born, die bendtigte
Mindestkonzentration von 150.000 Thrombozyten/ul im PRP dar (meistens standardisiert auf

200.000/ul), damit die Aggregation standardisiert ablaufen kann.

3.10.2 Versuchsdurchfiuihrung

Spatestens 15 Minuten vor Versuchsbeginn sollte das Chrono-Log Aggrogemeter und das
dafir notige Notebook mit der Software AGGRO/ LINK™8 (Version 1.2.3) fir die
Versuchsdurchfiihrung vorbereitet werden, damit sich das Gerat auf 37 °C erwarmen kann.
Fur diesen Versuch wurden das PRP und PFP gewonnen (wie in 3.7 beschrieben), wobei das
PRP fir diese Methode mit dem Lumi-Aggregometer noch mit autologem PFP auf
200.000 Thrombozyten/ul verdinnt wurde.

Zur Vorbereitung wurden die Glaskuvetten mit jeweils einem Magnetrihrstabchen bestlickt,
mit Ausnahme der Kulvette fur das PFP (PPP-Standard). In diese Kivette fur das
PPP-Standard wurden 500 pyl PFP, in die restlichen sechs Kuvetten jeweils 450 yl PRP
pipettiert und im Chrono-Log vorgewarmt.

Als Letztes mussten noch die nétigen Reagenzien vorbereitet werden (siehe Tabelle 9). Hierflr

mussten Verdinnungen von TRAP-6 (Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6; 2 mM) und
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Kollagen Typ | (100 ug/ml) mit Tyrodepuffer angesetzt werden. Die Standardreagenzien

Chrono-Lume Lumineszenz-Reagenz, ATP-Standard, Chrono-Par-Collagen und
Arachidonséaure waren bereits im Labor vorhanden.

Um den ATP-Standard einrichten zu kdénnen, musste eine Kivette mit PRP zunéachst
mindestens 3 Minuten im Gerat aufgewarmt werden, dann wurden 50 yl Chrono-Lume
pipettiert, 2 Minuten Inkubationszeit bei gleichmaRigem Rulhren abgewartet, dann 5 ul
ATP-Standard hinzugeben, die Kivettenabdeckung des Gerates verschlossen und den
ATP-Peak in der Software in der ,Ideal Range“ von 20 bis 60 % platziert. Dann wurde der Test
gestoppt und der errechnete ATP-Standard gespeichert. Dieser war wichtig, um bei den
folgenden Messungen einen Vergleich fur die ATP-Generierung zu haben. (Genaues
Prozedere wird im Geratehandbuch (116) beschrieben).

Die Kivette mit dem PFP fir das ,PPP-Standard“ wurde in den dafiir vorgesehenen Platz im
Geréat gestellt und galt als Referenz fir die folgenden Messungen mit den Agonisten. Daflr
wurde nacheinander jeweils in die Kiivetten mit den 450 yl PRP zuerst 50 yl Chrono-Lume
gegeben, nach 2 Minuten Inkubationszeit im Geréat das jeweilige Agonisten-Reagenz hinzu
pipettiert und die Messung fur 6 Minuten gestartet. Insgesamt wurden nach diesem Schema
funf Messungen durchgefuhrt: mit dem Agonisten Arachidonsaure und jeweils mit zwei
unterschiedlichen Konzentrationen von Chrono-Par Collagen sowie von TRAP-6. Bei der
sechsten Messung mit den Agonisten Chrono-Par Collagen + CP + CPK &nderte man die
Pipettierreihenfolge etwas ab, indem man nach dem PRP und Chrono-Lume erst CP, dann
CPK und zum Schluss Chrono-Par Collagen hinzupipettierte. Diese letzte Versuchsreihe

wurde zur Bestimmung der ADP-Freisetzung durchgefuhrt.

Tabelle 9: Agonisten fur die Lumi-Aggregometrie-Versuche

Kollagen TRAP-6 Arachidonsaure
) 2 Mhg/ml 10 pg/ml 10 uM 50uM | 0,5 mg/ml
Finale
’ (-
Konzentration
CP+CPK)
. 100 pg/ml | Stock 2mM 2mM | Stock

Verdinnungen

(Stock 1 mg/ml (Stock 50 mg/ml
und Stamm-

1:10) 40 mM, (~153 mM)

konzentrationen
1:20)

3.10.3 Auswertung der Thrombozytenaggregation und
ATP-Freisetzung

Die Auswertung der jeweiligen Messungen fir die Aggregation sowie ATP-Sekretion erfolgte
graphisch mithilfe des Software-Programms AGGRO/ LINK™8 (Version 1.2.3). Dabei kénnen
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verschiedene Parameter ausgewertet werden (z.B. ,Lag time®, ,Slope®, ,Amplitude®, Area
under the curve®), wobei in dieser Arbeit besonderes Augenmerk auf den Parameter
LAmplitude“ gelegt wurde, jeweils flr die Graphen der Thrombozytenaggregation und
ATP-Sekretion. Die ,Amplitude“ beschreibt in der Aggregationskurve die maximale
Thrombozytenaggregation in % und in der ATP-Sekretionskurve die maximal generierte
ATP-Menge in nmol ber die Zeit. Die ,Area under the curve® beschreibt die Flache unter der
ATP-Kurve und spiegelt damit die Gesamtkonzentration der Uber die Zeit generierten
ATP-Menge wider. Wichtig zur Beschreibung der Aggregation ist noch die Aggregationsrate
(,slope®), die der Steigung der Kurve in % pro Minute entspricht. Man spricht von der ,Lag
time®, wenn man die Latenzzeit in Minuten beschreiben mdchte, also die Verzégerungszeit,

bis es zur sichtbaren Reaktion nach Zugabe eines Agonisten kommt. (49)

Nach Zugabe eines Thrombozytenagonisten kommt es je nach Art und Konzentration des
Agonisten zur |Initierung der reversiblen Formveranderung (,shape change®) von
Thrombozyten, sowie zur Bildung reversibler kleiner Mikroaggregate oder direkt zur Bildung
irreversibler Formveranderungen und Aggregaten (88). Dabei kann die Aggregationskurve
mono- oder biphasisch verlaufen. Die ,shape change“ (Formanderung) der Thrombozyten
aullert sich in einer kurzen, temporaren Abnahme der Lichttransmission relativ zu Beginn der
Aggregationskurve. Mit Zunahme der gebildeten Plattchenaggregate nimmt allerdings auch
die Lichttransmission wieder zu. Somit kann man durch die Anderungen der Lichttransmission
Ruickschlisse auf das Aggregationsverhalten der Thrombozyten auf verschiedene Agonisten
ziehen. (49)

Die in meinen Experimenten verwendeten Substanzen TRAP-6, Kollagen und Arachidonsaure
haben an sich spezielle Signalwege und Ansatzpunkte in der Aktivierung der Thrombozyten
und damit des Hamostasesystems. TRAP-6 aktiviert die Thrombozyten nur Uber den
PAR1-Rezeptor (56) (i.Ggs. zu Thrombin, welches Uber die PAR1- und PAR4-Rezeptoren,
sowie das Glykoproteine GP Iba und das durch Thrombin gespaltene GPV aktivierend wirkt
(55, 124)). Der Agonist Kollagen fuhrt in PRP zu einer charakteristisch langen ,Lag time“ von
30-60 Sekunden, die Aggregationskurven verlaufen typischerweise monophasisch und bei
fehlender Reaktion auf Kollagen kann das auf eine Membranabnormalitat, einen
Sekretionsdefekt oder die Therapie mit ASS oder anderen nicht-steroidalen Antiphlogistika
(NSAIDs) hinweisen (88). Mit Arachidonsdure als Thrombozytenagonist verlauft die
Aggregationskurve i.d.R. auch monophasisch, es entsteht keine ,Lag time® und die Messung
ist sinnvoll zur Detektion von Stérungen im Eikosanoid-Signalweg (inkl. der von ASS und

NSAID gehemmten Cyclooxygenase) (88).

Mit Beginn der Aggregation beginnt auch die Kurve der ATP-Sekretion zu steigen. Vor allem,

wenn es zur thrombozytdren Formverdnderung, Aktivierung und Bildung irreversibler

44



MATERIAL UND METHODEN

Aggregate kommt, schitten die Thrombozyten vermehrt ATP und ADP aus ihren 8-Granula

aus, um noch mehr Thrombozyten aktivieren zu kdnnen.

In der Versuchsreihe mit Kollagen, Kreatinphosphat (CP) und Kreatinphosphokinase (CPK)
wurden im Vergleich zu den Versuchen ohne CP/CPK viel hdhere ATP-Kurven generiert, da
hier zusatzlich das sezernierte ADP aus den ®-Granula durch CP und CPK zu ATP
phosphoryliert wurde. Wie bereits im Kapitel ,Allgemeines Versuchsprinzip“ erwahnt, kann
man mithilfe dieser speziellen Versuchsreihe die von den Thrombozyten sezernierte
ADP-Menge bestimmen.

Nach der ADP-Mengenberechnung ist es moglich, die ATP/ADP-Ratio zu erstellen. Sie liegt
physiologisch zwischen 1,5 - 2,0 (125), wohingegen sich innerhalb der &-Granula eine gro3ere
Menge an ADP als ATP befindet und die ATP/ADP-Ratio deshalb hier auch nur Werte von
0,65 - 0,78 annimmt (126). Wenn im Granulamaterial eine ATP/ADP-Ratio >2 gemessen wird,
konnte das auf einen ,5-Speicherpool-Mangel (delta storage pool deficiency, ©-SPD)
hinweisen (81, 126, 127). Je hoher die ATP/ADP Ratio ist, desto wahrscheinlicher ist ein
0-SPD. Da ATP jedoch zum einen metabolisch im Zytoplasma synthetisiert wird und zum
anderen in den d-Granula der Thrombozyten gespeichert sein kann, ist die ATP-Konzentration
bei Vorliegen eines Speicherdefekts (6-SPD) oder einer Sekretionsstérung der 6-Granula in
beiden Fallen hoher als die ADP-Konzentration. Man kann also keine Aussage daruber treffen,
ob es sich tatsachlich um einen 8-SPD mit einem ADP-Mangel oder lediglich um eine
Sekretionsstorung handelt mit ,vollstandigem® Granulainhalt. (81)

ASS und andere NSAIDs hemmen die COX [irreversibel (ASS) bzw. reversibel (andere
NSAIDs)] und vermindern somit die durch TxA: (Bildung getriggert durch den Agonisten
Arachidonsaure) vermittelte Freisetzung der dichten Granula (8-Granula) sowie seine positive
Feedback-Funktion auf die Signalwege anderer niedrig-dosierter Thrombozytenagonisten
(z.B. ADP, Adrenalin, Kollagen), sodass deren Reaktionsantworten ebenso reduziert
ausfallen. Ban B. Dawood et al. beschreiben, dass die ASS-Sensitivitat hierbei stark von der
Konzentration der Agonisten abhangt. Je geringer die Agonistenkonzentration, desto
empfindlicher reagieren die Thrombozyten auf den ASS-Einfluss und zeigen eine
entsprechend abgeschwachte Aggregationsantwort. Die Sekretions- und
Aggregations-Reaktionen auf hohe Konzentrationen der meisten Agonisten (Ausnahmen:
ADP, Adrenalin) bzw. auf starke Agonisten wie Thrombin und TRAP-6 scheinen jedoch

unbeeinflusst davon zu sein. (128)

Aufgrund dieser negativen Einflisse auf die Thrombozytenfunktion wurde sichergestellt, dass
die Kontrollprobanden in der Versuchsreihe ohne ASS bereits 10 Tage vor der Blutentnahme
weder NSAIDs noch andere thrombozytenfunktionsbeeinflussende Medikamente

eingenommen hatten.
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3.11 ,,CALIBRATED AUTOMATED THROMBOGRAPHY“ (CAT)

3.111 Allgemeines Versuchsprinzip

In dieser Arbeit wurde mithilfe eines Thrombinoskops (Fluoroskan Ascent™ FL) eine kalibrierte
automatisierte Thrombographie (,Calibrated automated thrombography/thrombogram®, CAT)
durchgefuhrt. Mit dem CAT ist es mdglich, die in vitro Thrombingenerierung kontinuierlich zu
bestimmen und dabei das aktivierte Gerinnungssystem zu betrachten, um hierbei
pathologische und physiologische Funktionen zu testen. Ublicherweise erfolgt dies in
plattchenarmem Plasma (PPP) bzw. plattchenreichem Plasma (PRP).

Im PPP zeigt das CAT alle Stérungen von Gerinnungsfaktoren (aufer Faktor XIIlI) und die
Wirkung von allen Antikoagulanzien. Im PRP wird groftenteils das physiologische
Thrombozyten-abhangige Gerinnungssystem widergespiegelt, aullerdem kénnen Stérungen
des ,von-Willebrand-Faktors“ aufgedeckt werden und man sieht die Wirkung von

Thrombozytenhemmern (v.a. Aspirin und Abciximab). (129)

Die Messung der Thrombingenerierung erfolgte mithilfe eines speziellen fluoreszensbasierten
ELISA-Readers (Thrombinoskop). In dem Versuch wird das fluorogene Substrat
Z-Gly-Gly-Arg-AMC (129) eingesetzt, das von dem Enzym Thrombin gespalten wird und
dadurch ein fluoreszierendes Signal entsteht (Detektion bei einer Emissionswellenlange von
460 nm). Das Thrombinoskop misst die Freisetzung der fluoreszierenden Spaltprodukte, die
sich proportional zur generierten Thrombinmenge verhalten.

Die Hohe des Fluoreszenzsignals ist abhangig von der Farbe des Plasmas, dem Alter des
Filters, der Lampe sowie der Farbe und dem Material der 96-Well-Platte. Deshalb wurde in
eine ,Referenz-Well-Reihe" ein sogenannter Thrombin-Kalibrator (,thrombin-calibrator®) als
Referenzsubstanz dem PFP hinzugegeben, welches nicht gerinnen sollte (129). Dieser
Thrombin-Kalibrator enthielt einen a2-Makroglobulin-Thrombin-Komplex mit bekannter
konstanter Thrombinaktivitdt. Der Komplex spaltet (genau wie Thrombin) das fluorogene
Substrat, wird jedoch nicht durch Gerinnungsinhibitoren (z.B. Antithrombin, Heparin,
Dabigatran oder Argatroban) beeinflusst, wodurch eine konstante Thrombinaktivitat
gewahrleistet wird (129). Aus dem Anstieg der Thrombingenerierungskurve kann dann der
Kalibrierungsfaktor entnommen werden, welcher fur die Umrechnung der Fluoreszenzsignale
in die generierte Thrombinkonzentration bendtigt wird (130).

Die ,Referenz-Well-Reihe“ wurde anschlieRend mit dem gleichen Plasma in einer anderen
Well-Versuchsreihe, die dann mit einer Triggersubstanz zur Initiierung der Gerinnung erganzt
wurde, kontinuierlich verglichen. Dadurch konnten die oben genannten Storfaktoren mit den
Kalibratordaten verrechnet sowie die exakte Thrombinentstehung wahrend des Ablaufs der

Gerinnungskaskaden Uber die Zeit bestimmt werden. (131)

Die Erstellung eines Thrombogramms, also eine zeitliche Kinetik der Thrombingenerierung, ist

von hoher klinischer Relevanz. Im Gegensatz zur herkdmmlichen Bestimmung der
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Blutungszeit im Labor ist das Thrombinoskop deutlich sensitiver bei der Erfassung sowohl sehr
niedriger als auch hoher Reaktivitaten des Gerinnungssystems (9) sowie beim Nachweis des
Einflusses antithrombotischer Medikamente. Dadurch kénnen antithrombotische Therapien

und Gerinnungsstdrungen gut Gberwacht werden.

Zur Durchfuhrung des Tests wurden jeweils 20 pl des Thrombin-Kalibrators in einen dreier
Well-Satz (Well = kleine Vertiefung/Mulde) einer 96-Well-Mikrotiterplatte (mit u-formigem
Boden) per ,reverse pipetting® und 20 ul von unterschiedlichen Triggersubstanzen in je einen
anderen dreier Well-Satz pipettiert. Nach der blasenfreien Zugabe von je 80 ul des Plasmas
(PFP und PRP) [Cave: Thrombin und Convulxin wurden erst nach PRP und PFP
hinzupippetiert) wurde die Well-Platte in das Gerat getan, welches die Platte auf 37 °C
erwarmte, um physiologische Temperaturverhaltnisse zu schaffen. Nun gab das Instrument
selbststandig je 20 pl FluCa (Gemisch aus dem fluorogenem Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC und
Fluo-Puffer (129) (enthielt final 17 mM Kalziumchlorid (CaCl,)) in jedes Well hinzu, damit die

Gerinnung ablaufen und die Messung gestartet werden konnte.

Mit der CAT wurden in dieser Arbeit zwei Versuche durchgeflihrt. Im ersten Versuch wurde
die Thrombingenerierung in PFP und PRP mittels unterschiedlicher Gerinnungstrigger
(Triggersubstanzen) gemessen. Hierbei wird mit dem PFP die plasmatische
Thrombingenerierung gemessen, da keine Thrombozyten in der Versuchsreihe vorhanden
sind. Im PRP prifte man dann die Gerinnungsleistung bzw. Thrombingenerierung auf der
Thrombozytenoberfliche, also die zellulare Thrombingenerierung. Im  zweiten
Versuchsdurchlauf wurde speziell die Thrombingenerierung von isolierten Thrombozyten (WP)
und mononuklearen Zellen (MNC) jeweils in autologem (Eigen-) wie auch in Kontrollplasma*

untersucht.

* Es handelte sich hierbei NICHT um das Plasma des in dieser Dissertation untersuchten

Kontrollprobandenkollektivs (n = 10).

3.11.2 Thrombingenerierung im PFP und PRP

Fir den ersten Versuch dieser Arbeit mit der CAT wurde die Thrombingenerierung in PFP und
PRP untersucht. Der Versuchsablauf wird im Folgenden beschrieben.

Zuerst mussten die Programmeinstellungen in der Thrombinoscope™ Software vorgenommen
werden: Die Temperatur wurde auf 37 °C eingestellt, sodass das Gerat vorwarmen konnte.
AulRerdem wurde die Thrombin-Kalibrator-Aktivitat festgelegt (auf der Phiole des Reagenzes
vermerkt; ca. 650 nM), die Versuchsreihen definiert (jeweils Dreifachausfertigungen) und zwei
Polypropylen-Réhrchen mit konischem Boden in den dafir vorgesehenen Platz im
Thrombinoskop (Fluoroskan Ascent™ FL) gestellt, wobei eines davon mit Wasser befiillt

wurde und das andere leer blieb.
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Danach galt es, die nétigen Substanzen vorzubereiten: PFP und PRP wurden nach dem
bereits in Kapitel 3.7 beschriebenem Schema hergestellt, die Thrombozytenkonzentration mit
dem Sysmex Cell Counter gemessen und dann auf 150.000/ul mit autologem PFP verdinnt.
Verdinnungen von Thrombin (0,5 U/ml) und Convulxin (250 ng/ml und 5 ug/ml) mit
Tyrodepuffer wurden angesetzt und auf Eis gekdihilt.

Danach folgte die Herstellung der Thrombinoskop-Reagenzien. Daflir wurden jeweils 1 ml
deionisiertes Wasser (Aqua ad injectabilia) einem PPP- und PRP-Reagenz sowie dem
Thrombin-Kalibrator hinzugegeben und leicht geschwenkt. Sie wurden als Trigger benutzt, um
entsprechend in PPP (bzw. PFP) oder PRP die Thrombingenerierung zu initiieren. Das
PPP-Reagenz besteht aus einer Mischung aus TF (5 pM) und Phospholipiden (4 uM), die die
im PFP fehlenden Thrombozytenoberflachen ersetzen sollen, auf denen physiologischerweise
die thrombingenerierenden Reaktionsschritte ablaufen. Da keine Thrombozyten vorhanden
sind, kann also nur die plasmatische Thrombingenerierung geprift werden. Das
PRP-Reagenz, welches dem PRP hinzugegeben wird, enthalt nur 1 pM TF und keine
Phospholipide, da das PRP Thrombozyten enthdlt und damit schon genug
Oberflachenphospholipide zur Initiierung der Thrombingenerierung vorhanden sind. Dadurch
kann die zellulare Thrombingenerierung gemessen werden.

Bei der Herstellung des FluCa (aus FluCa Puffer und FluCa Substrat) mussten mindestens
1150 ul pro Versuchsdurchlauf entstehen (Anleitung in der Packungsbeilage; Verhaltnis 40 : 1,
Puffer : Substrat). Das FluCa wurde dann ins 37 °C warme Wasserbad gestellt.

Jetzt blieb Zeit, die 96-Well-Mikrotiterplatte so zu beschriften und zu pipettieren, wie zu
anfangs auch die Versuchsreihen in der Thrombinoscope™ Software (Version 5.0.0.742)
definiert wurden. Es wurde ein bestimmtes Pipettierschema eingehalten, in dem mit dem
Kalibrator begonnen wurde, danach die PPP/PRP-Reagenzien pipettiert wurden, dann wurde
der Tyrodepuffer und das Plasma (PRP/PFP) hinzugegeben.

Die Versuchsreihe mit Tyrode diente dazu, dass man einen Basalwert fir PRP erhielt, der
héchstens Hinweise auf eine Voraktivierung bzw. Reaktivitat der Zellen gab, ohne jeglichen
Einfluss von Triggersubstanzen der Gerinnung.

Erst zum Schluss, kurz vor der Messung, wurden Thrombin und Convulxin in die jeweiligen
Wells pipettiert (siehe Abbildung 2 und Tabelle 10), damit es nicht zur verfriihten Aktivierung

der Gerinnungskaskade kam.
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3.11.3 Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten und

mononuklearer Zellen

Die Herstellung der isolierten Thrombozyten (,washed platelets®, WP) erfolgte wie in 3.8
beschrieben. Die Konzentration der Thrombozyten wurde im Sysmex gemessen und auf
150.000/ul verdiinnt.

Die Isolierung der MNC mit der angereicherten Monozytenfraktion erfolgte wie in 3.9
beschrieben. Die Monozyten-Konzentration wurde im Sysmex gemessen und auf
0,5 x10° Zellen/pul verdiinnt.

Die Verdiinnungen der WP wie auch der MNC erfolgten jeweils zum einen mit autologem PFP
vom Patienten und zum anderen mit PFP eines gesunden Kontrollspenders (nicht aus der
ET-Kontrollprobandengruppe). Mit dem Vergleich dieser Messungen in Eigenplasma (EP) wie
in Kontrollplasma (KP) wurde speziell der Einfluss von Plasmabestandteilen auf die

Thrombingenerierung der Thrombozyten bzw. der Monozyten untersucht.
Die Versuchsreihen mussten im CAT definiert und das Gerat auf 37 °C erwarmt werden.

Fur diesen Versuch wurde nur ein Teil der Reagenzien aus dem vorher beschriebenen
Versuch in Kapitel 3.11.2 benutzt, und zwar nur der Thrombin-Kalibrator, Tyrode (zur
Bestimmung der basalen Thrombingenerierung), das PRP-Reagenz mit 1 pM TF und
Thrombin (0,1 U/ml).

Das Pipettierschema ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt. Zuerst wurde der Kalibrator
pipettiert. Es folgte das PRP-Reagenz, dann Tyrode und das PFP des Patienten. Als Nachstes
wurde das MNC- und WP-Plasma pipettiert und zum Schluss das Thrombin (siehe Abbildung 3
und Tabelle 11). Die Mikrotiterplatte wurde in das Gerat gelegt, in dem die automatische

Zugabe von FluCa erfolgte und die 60-minutige Messung begann.
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1) 20yl Tyrode O O O O O

2) 2041 PRP:TR O O O O O
3) 20p1 Thr 0,1U/mi O O O O O

80ul Eigen-PFP + 20ul Kalibrator

80pl MNCs in Eigen-PFP

80pl MNCs in Kontroll-PFP (nicht aus Kontroligruppe der ET-Patienten)

80ul WPs in Eigen-PFP

80ul WPs in Kontroll-PFP (nicht aus Kontroligruppe der ET-Patienten)

Abbildung 3: Pipettierschema der Versuchsreihen fur die Thrombinoskop-Messungen

mit MNC und WP

Tabelle 11: Versuchsreihen fur die Thrombinoskop-Messungen fiir MNC und WP mit
Plasmatauschversuchen (Eigen-Plasma (autolog) vs. Kontroll-Plasma (Plasma von

gesundem Spender)

Versuchsreihe

1

2

3

MNC in Eigen-PFP

MNC in Eigen-PFP

MNC in Eigen-PFP

[Endkonzentration
Well]

im

Tyrodepuffer

MNC in Kontroll- | MNC in Kontroll- | MNC in Kontroll-
N PFP PFP PFP
Verdiinnungen
WP in Eigen-PFP WP in Eigen-PFP WP in Eigen-PFP
WP in Kontroll-PFP | WP in Kontroll-PFP | WP in Kontroll-PFP
Reagenz

PRP-Reagenz
[1 pM TF]

Bovines Thrombin
[0,1 U/ml]
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3.11.4 Auswertung der Thrombingenerierung

Mithilfe der Thrombinoscope™ Software wurden die gemessenen Daten pro Versuchsreihe
als gemittelte = Thrombingenerierungskurven dargestellt  und die einzelnen
Thrombin-Parameter (siehe unten) quantifiziert. Sie umfassen die gesamte Kinetik der
Thrombinbildung, somit auch die verschiedenen Phasen der Gerinnungsreaktionen: die
Initialphase der Thrombinbildung, die Expansionsphase, die Abschwéachungsphase der
Thrombinbildung und schlie3lich die Inaktivierungsphase des entstandenen Thrombins (132).
Und damit werden auch alle pro- und antikoagulatorischen Reaktionen berticksichtigt, die die
Thrombinformation beeinflussen (133).

Letztlich analysiert die CAT Parameter wie die ,Lag time®, ,Time to peak®, den ,Thrombin peak*
und das endogene Thrombinpotential (,endogene thrombinpotential®, ETP). Zur
Begriffserlauterung dient die unten aufgefiihrte Ubersichtstabelle (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Wichtigste Thrombogramm-Parameter

Parameter Erlauterung Einheit

Verzégerungszeit bis zum | [min]
Start der Thrombinbildung

Zeit bis zum Erreichen des | [min]

»Lag time*

»Time to peak*
Peaks

Héchster gemessener | [nM Thrombin]
Thrombinbildungswert
,»Thrombin peak*
wahrend des gesamten

Testdurchlaufs

s Insgesamt gebildete | [nM x min]
Thrombinmenge im
(endogenes ) )
. ) Zeitverlauf, entspricht der
Thrombinpotential)
Flache unter der Kurve

(134-137)

Eine verlangerte ,Lag time“ und ,Time to peak®, ein erniedrigter ,Thrombin peak® sowie ein
kleineres ETP zeigen einen hypokoagulatorischen Zustand an. Kontrar dazu spiegeln eine
verkurzte ,Lag time® und ,Time to peak"®, ein erhdhter ,Thrombin peak” und ein hohes ETP
einen hyperkoagulatorischen Zustand wider. (136)

Die Parameter ,Time to peak®, ,Thrombin peak” und ETP variieren jedoch recht unabhangig
von der ,Lag time“ und kénnten eine abnormale TG anzeigen, auch wenn die ,Lag time" normal
ware (135).
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4 ERGEBNISSE

4.1 DESKRIPTIVE STATISTIK

4.1.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 22 Patienten mit essentieller Thrombozythdmie (ET) fur die Studie
rekrutiert, von denen drei keiner Mutation zugeordnet werden konnten und somit als
Jriple-negativ® galten. Diese ET-Patienten erfiillten die Einschlusskriterien nicht mehr und
wurden von der Studie ausgeschlossen. Von den Ubrig gebliebenen 19 Patienten konnten bis
zum Ablauf der Studie nur 13 fir eine ,Follow-up“-Untersuchung, mit etwa einem Jahr Abstand
zum Ersteinschluss, gewonnen werden. Deshalb werden in dieser Dissertation die
Follow-up-Untersuchungen von 13 ET-Patienten analysiert und mit der Erstuntersuchung (EE)
intraindividuell verglichen. Dabei ist von besonderem Interesse, ob und wie sich die
Thrombozytenfunktion sowie die plasmatische und thrombozytare Thrombingenerierung seit
der Erstuntersuchung verandert haben. Hierfir war zu evaluieren, ob ein Wechsel der
Medikation zwischen den beiden Untersuchungsterminen stattfand oder ob Komplikationen
(z.B. thromboembolische Ereignisse oder Erkrankungstransformationen) eintraten, sei es
aufgrund der Medikation an sich oder der Erkrankung. In der unten aufgefiihrten Tabelle 13
sind jeweils patientenbezogen auf die 1. FU-Untersuchung die wichtigsten demographischen
und klinischen Charakteristika aufgelistet und in der Tabelle 14 sind definierte Laborwerte von

der 1. FU-Untersuchung zusammengestellt.

Insgesamt wiesen zehn Patienten eine JAK2V617F-Mutation auf, von denen vier zum
Zeitpunkt der ersten Nachuntersuchung eine zytoreduktive Therapie mit Hydroxyurea (HU)
erhielten. Von den restlichen sechs JAK2V617F-positiven Patienten erhielten vier von
vornherein keine HU-Therapie und zwei von ihnen, P9 und P10, hatten zum 1. FU einen
Therapiewechsel von HU auf Anagrelid. Im Gegensatz dazu hatten drei Patienten eine
Calreticulin-Mutation (CALR). Nur ein CALR-positiver Patient wurde bereits im EE zweifach
zytoreduktiv mit HU plus Anagrelid therapiert (P11), wohingegen P12 einen Therapiewechsel
von HU auf pegyliertes Interferon-a (pegINFa) hatte und bei P13 HU aufgrund zunehmender
Anamie und fallender Thrombozytenzahlen (a.e. bedingt durch Entwicklung einer
Post-ET-Myelofibrose) abgesetzt wurde ohne Ansetzen einer Alternativtherapie. Unabhangig
davon nahmen im 1. FU die Mehrheit der ET-Patienten ASS (100 mg/Tag) ein (n =11,
Ausnahmen: P4, P9).

Fast alle Patienten (ausgenommen P5 und P6) wiesen zudem kardiovaskulare Risikofaktoren
(CVRF) auf. Darunter fielen Nikotinabusus, Dyslipidamie, Diabetes mellitus und arterielle
Hypertonie. Typische Symptome einer ET, wie Mikrozirkulationsstérungen (MZS),
thromboembolische Ereignisse und Blutungen, traten auch in unserem Patientenkollektiv

bereits vor der Erstevaluierung im EE auf. Die Mehrzahl der Patienten (n = 9) wies mindestens
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ein Blutungsereignis im Sinne einer hamorrhagischen Diathese auf; bei sechs Patienten
wurden Mikrozirkulationsstérungen und bei vier Patienten thrombotische Komplikationen
dokumentiert. Zum 1. FU sind allerdings bei keinem der Patienten neue derartige Ereignisse
aufgetreten. Zwei Patienten (P9 und P13) zeigten einen komplikativen Krankheitsprogress zur

sogenannten Post-ET-Myelofibrose.

Tabelle 13: Auflistung demographischer und klinischer Merkmale der ET-Patienten im
1. FU

(ET = essentielle Thrombozythamie, P = Patient, EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up,
JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin, ASS = Acetylsalicylsaure,
HU = Hydroxyurea, CVRF = Kardiovaskuldre Risikofaktoren, MZS = Mikrozirkulationsstérungen,
VWS = von-Willebrand-Syndrom, Post-ET-MF = Post-ET-Myelofibrose, ¢ = weiblich, & = mannlich,
X = vorhanden, * = Therapiewechsel, a = anamnestisch diagnostiziert, | = laborchemisch diagnostiziert)
ET- P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Patienten O..OO..‘0.0.
(n=13)

Geschlecht ) ) ) 7 7 ) A ) 7 7
Alter

bei EE,

] 59 87 (69 |77 30 51 |52 |56 |51 56 59 42 71
(in Jahren),

(X = 58,46)

Alter 1. FU

(inJahren), |61 88 70 78 31 |52 52 57 |52 57 |61 43 73
(X = 59,62)

Mutation JAK2V61TF CALR
Typ- | Typ-1 | Typ-
2 2

Inser = Dele- | Inser
-tion tion -tion
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ET-

(n=13)

P1
Patienten  |O

P2

O

o3

Q3

P10

P11

P12

P13

Therapie:

ASS
(100 mg/d)
+HU

im EE
(n=9)

im1. FU
(n=5)

-HU

im1. FU
(n=8)
CVRF:
(n=11)
Klinik:

MzZs

(n=6)
Thrombose
(n=4)
Blutungs-
ereignis
(n=9)
Erworbenes
vWS

(n=7)
Progression
zur
Post-ET-MF
(n=2)

Xa

- Xa,l

Xa

Xa
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Wie sich aus der Tabelle 14 ablesen lasst, sind in der Mehrzahl der Falle, bei neun (P2, P4,
P5, P6, P7, P9, P10, P12, P13) von 13 Patienten, die Thrombozytenkonzentrationen nach
mindestens einjahriger Therapie vom EE zum 1. FU gesunken, wobei zu vermerken sei, dass
hierunter auch Patienten ohne zytoreduktive Therapien waren (P5, P6, P7, P13). Im
Gegensatz dazu hat P8 (keine zytoreduktive Therapie) im 1. FU eine nahezu gleichbleibende
Thrombozytenkonzentration wie im EE gezeigt. Auffallig war, dass der Patient P1 mit einer
deutlichen Steigerung der Thrombozytenkonzentration reagiert hat, obwohl er einer
zytoreduktiven Therapie mit HU unterzogen wurde (siehe Tabelle 13). Die durchschnittliche
Thrombozytenkonzentration der ET-Patienten im 1. FU betrug 497,77 x10%1, wohingegen sie
im EE noch bei 639,69 x10%| lag. Dies spiegelte zwar insgesamt eine Tendenz zur
Normalisierung der Thrombozytenkonzentration wider, jedoch konnte im Schnitt der
Referenzbereich von 150 - 400 x10%1 (orientiert an Sysmex KX-21N Referenzwerten) nicht
erreicht werden. Immerhin lagen die Thrombozytenkonzentrationen von sechs Patienten (P2,
P3, P4, P8, P9, P13) im 1. FU direkt im Referenzbereich.

Im EE gab es zwei Patienten (P5, P12) mit einer extremen Thrombozytose von uber
1000 x10%1, wobei sich die Werte im 1. FU bei P5 kaum veranderten (P5 hatte keine
zytoreduktive Therapie aufgrund eines gunstigen Risikoprofils inklusive jungen Alters; watch
and wait Strategie) und sich bei P12 jedoch ein groRRer Therapieerfolg einstellte (durch den
Wechsel von HU auf pegINFa) mit einer Senkung der Thrombozytenkonzentration um mehr
als 50 % vom EE zum 1. FU.

Die Leukozytenkonzentrationen der ET-Patienten lagen im Mittel bei 6,5 x10° Leukozyten/I
(Sysmex-KX-21N Referenzwerte: 4-10x10%1) und damit im Referenzbereich. Die
Erythrozytenkonzentrationen lagen hingegen bei X =4,15x10%ul (Sysmex-KX-21N
Referenzwerte: @ =4,2-54 x10%ul; & =4,6-6,2x10%ul) und damit sogar im Schnitt

unterhalb des Referenzbereiches.

Dem Patienten P5 wurde ein erworbenes von-Willebrand-Syndrom auch laborchemisch
diagnostiziert (siehe Tabelle 13 und Tabelle 14), da er im Verhaltnis zum vWF-Antigen-Spiegel
eine abnorm niedrige VWF-Aktivitat aufwies (qualitativer vWF-Mangel(138)) und die
vWE-Aktivitat/-Antigen Ratio somit kleiner als 0,7 war. Dieser Patient P5, aber auch die
anderen Patienten mit einem erworbenen von-Willebrand-Syndrom (P1, P6, P7, P9, P10, P13)
bzw. diejenigen mit einer gleichzeitigen vWF-Aktivitat/-Antigen Ratio >0,7 (P6, P7, P9, P10,

P13) hatten ein Blutungsereignis.

Zudem zeigen die Laborwerte, dass die JAK2V617F-positiven Patienten (P1-P10) im
Vergleich zu den CALR-positiven Patienten (P11-P13) mehrheitlich hdhere, wenngleich im

physiologischen Bereich liegende Hdmoglobin- und Hamatokritwerte aufwiesen.
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Tabelle 14: Auflistung definierter Laborparameter der ET-Patienten im 1. FU

(ET = essentielle Thrombozythamie, P = Patient, EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up,
vWF = von-Willebrand-Faktor, X = vorhanden, * = diagnostiziertes erworbenes
von-Willebrand-Syndrom)

ET-Patienten P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Thrombozyten- EE 467 452 343 267 1157 764 651 378 781 991 436 1128 501
konzentration,

[x10°1] 1.FU |710 397 344 353 1045 622 631 371 1224 434 482 526 332

Leukozyten-
konzentration, |1.FU |61 '8 6 55 |8 7 52 |48 11561 |73 |36 |6
[x109/1]

Erythrozyten-
konzentration, |1.FU |4,08 3,78 4,57 3,09 458 42 435 509 55 43 276 422 344
[x108/puI]

Hamoglobin-
konzentration, |1.FU |12,8 13 13,8 [12,9 | 13,1 | 12,2 | 13,8 | 13,3 |15,3 | 13,2 |9,7 (11,7 |96
[g/dl]

Hamatokrit, [%] | 1. FU | 38,8 384 408 34,7 39,1 36,8 387 406 49 40 282 351 285

Fibrinogen-
konzentration, |1.FU |271 326 152 1273 411 326 395 304
[mg/di]
VvWF-Antigen,

1.FU 154 85 119 138 214 98 156 | 129
[%]
VvWEF-Aktivitat,

1.FU 140 50 89 96 178 92 116 |98
[%]
VWF-Aktivitat- | >%7 X I S L
Antigen Ratio

<0,7 X*
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4.1.2 Kontrollprobandencharakteristika

Um einen Vergleich zu den Messergebnissen der ET-Patienten anzustellen, wurden in dieser
Studie zehn gesunde Kontrollprobanden rekrutiert. Anamnestisch waren sie véllig gesund und
wiesen keinerlei pathologische Auffalligkeiten in ihren Blutwerten auf. Das Blut dieser zehn
Kontrollprobanden wurde sowohl ohne ASS-Einnahme (oder anderer
Blutwerte-beeinflussender Medikamente) als auch nach einer dreitdgigen ASS-Einnahme von
100 mg/d abgenommen, untersucht und ausgewertet. Die Geschlechterverteilung war
ausgeglichen (funf weibliche und funf mannliche Probanden) und das durchschnittliche Alter
beider Kontrollgruppen lag gerundet 2zwischen 38 wund 39 Jahren. Weitere
Probandenmerkmale sowie selektierte Laborwerte zum Zeitpunkt der Blutuntersuchungen

finden sich in der unten aufgefiihrten Tabelle 15.

Tabelle 15: Auflistung demographischer Merkmale und Laborparameter der
Kontrollprobanden, jeweils zum Zeitpunkt ohne und nach dreitagiger ASS-Einnahme
(100mg/d)

(ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl)

Kontrollprobanden Kontrollprobanden MIT

OHNE ASS ASS
Gesamtzahl (n) 10 10
weiblich (n) 5
mannlich (n) 5
Alter zum
) 38,4 39,2
Untersuchungszeitpunkt in
) (23-68) (24-69)
Jahren im X, (Range)
Thrombozytenkonzentration 236,1 228,3
[x10%/1] im X, (Range) (174-300) (167-291)
Leukozytenkonzentration 5,19 4,63
[x10%1] im X, (Range) (4-6,5) (2,9-5,7)
Erythrozytenkonzentration 4,35 4,35
[x10%/ul] im X, (Range) (3,64-4,65) (3,87—4,88)
e lobin [g/dl] im %, (R ) 12,92 12,9
amoglobin im X, (Range
- g (9,3-14,2) (10,8-14,7)
. ] 41,67 37,7
Hamatokrit (%) im X, (Range)
(29,3-40,8) (32,3-43,1)
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4.2 EXPLORATIVE DATENANALYSE

4.2.1 Gruppenvergleiche im 1. Follow-up

In den folgenden Unterkapiteln wurde die Thrombozytenfunktion der ET-Patienten im 1. FU
mit den Kontrollgruppen (mit und ohne ASS-Therapie) verglichen. Dabei wurden die
Messungen mit einem Lumi-Aggregometer und einem Thrombinoskop (,Calibrated automated
thrombogram®, CAT) durchgeflhrt, wobei sich in der Ergebnisdarstellung auf ausgewahlte

Parameter konzentriert wurde.

Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden die Patienten nach ihren Mutationen und der
zytoreduktiven Therapie mit HU in vier unterschiedliche Gruppen eingeteilt. So ergab sich eine
Gruppe mit JAK2V617F-positiven Patienten unter HU-Therapie (n =4), eine Gruppe mit
JAK2V617F-positiven Patienten ohne HU-Therapie (n=6), eine Gruppe mit einem
CALR-positiven Patienten unter HU-Therapie (n = 1) und die letzte Gruppe mit CALR-positiven
Patienten ohne HU-Therapie (n=2). Um Vergleiche zu den Kontrollprobanden zu
ermdglichen, wurden die Werte der Kontrollgruppen mit sowie ohne ASS-Therapie in die

grafische Darstellung integriert.

Wie die statistische Analyse bei den Gruppenvergleichen durchgeflhrt wurde, wird im Kapitel
»3.5.5 Statistische Datenauswertung® beschrieben. Statistische Vergleichstests (Unpaired
t-test, Mann-Whitney test) konnten aufgrund des geringen Patientenkollektivs nur mit den
Gruppen n = 3 durchgefiihrt werden. Somit gibt es keine statistischen Gruppenvergleichstests
mit den CALR-positiven Patienten, sondern nur zwischen den JAK2V617F-positiven Patienten
und den beiden Kontrollgruppen mit und ohne ASS. Falls sich eine statistische Auffalligkeit
(p < 0,05) bei den Gruppenvergleichen darstellen lie3, sind die dazugehorigen p-Werte immer
im FlieRtext erwahnt. Die kompletten statistischen Auswertungen durch die Statistiksoftware
GraphPad Prism 8.3.1 mit p-Werten und deskriptiver Statistik (Minimum, 25 % Perzentile,

Median, 75 % Perzentile und Maximum) finden sich im Anhang.

4.2.1.1 Messung der Agonisten-induzierten thrombozytaren Aggregation mittels
Lumi-Aggregometrie

Durch Stimulation der Thrombozyten mit Agonisten in hoher Konzentration — wie 0,5 mg/ml
Arachidonsaure (AA), 10 mg/ml Kollagen sowie 50 pM TRAP-6 - werden hohe
Aggregationswerte erwartet. Aufgrund laborinterner Kontrolluntersuchungen und nach Althaus
et al. (139) wurde deshalb ein Cut-Off-Wert von = 60 % maximaler Aggregation festgelegt, der
nur in den dazugehorigen Grafiken zur Ubersichtlicheren Darstellung auch als gestrichelte
Linie integriert wurde.

In den unten aufgefiihrten Messergebnissen der Lumi-Aggregometrie besteht die
Kontrollgruppe nur aus 9 Kontrollprobanden (aufgrund von nicht verwertbaren Daten eines

Kontrollprobanden) im Gegensatz zu den Ergebnissen mit dem CAT (10 Kontrollprobanden).
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In Grafik B sind die Patienten mit einer ASS-Therapie dargestellt. Vergleichend dazu wurden
auch die Kontrollprobandengruppen ohne ASS und mit ASS in die Grafik einbezogen.
Vergleicht man die Grafik A mit Grafik B, so fallt auf, dass die Aggregationswerte in Grafik B
deutlich niedriger ausfielen. Mit Ausnahme der Kontrollgruppe ohne ASS lagen die
Medianwerte aller Gruppen deutlich unterhalb des Cut-off-Werts. Die Thrombozyten der
Gruppen ,JAK2V617F +HU* und ,,CALR +HU" reagierten sogar gar nicht auf die Zugabe von
AA (max. Aggregation = 0 %). Auffallig ist, dass jeweils in der Gruppe ,JAK2V617F —HU* (P7)
und auch ,CALR-HU“ (P12) ein Patient war, dessen Thrombozyten physiologisch
(Aggregation lag, wie die der ,Kontrollen ohne ASS*, oberhalb des Cut-Off-Werts) reagierten,
als ob die Patienten kein ASS eingenommen hatten. Hier stellt sich einerseits die Frage nach
der Patienten-Adharenz und der korrekten Einnahme von ASS nach Therapievereinbarung
und andererseits die Frage, ob vielleicht fir diese Patienten sogar eine hdhere ASS-Gabe

notwendig gewesen ware (vgl. Kapitel 2.1.7 Therapie).

Vergleicht man die beiden Kontrollgruppen in Grafik B miteinander, so ergibt sich eine
statistische Auffalligkeit (p < 0,0001, Mann-Whitney test), denn die ,Kontrollen mit ASS* wiesen
mit einem Medianwert von 0 % deutlich niedrigere Aggregationswerte auf als die ,Kontrollen
ohne ASS* (Median: 69 %). Ebenfalls zeigten die ,JAK2V617F +HU“ Patienten (p < 0,0001,
Unpaired t-test) und ,JAK2V617F —HU® Patienten (p = 0,0025, Mann-Whitney test) jeweils
unter ASS-Therapie statistisch auffallig verminderte Aggregationswerte im Vergleich zu den
»,Kontrollen ohne ASS*.
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hingegen bei 35 % und damit viel hdher als der Medianwert der JAK2V617F-positiven

Patienten ohne HU-Therapie mit einem Wert von 2 %. In der Analyse war ausschlie3lich dieser

Unterschied in den Gruppenvergleichen statistisch auffallig (p = 0,0248, Unpaired t-test).

In Grafik B sind die Ergebnisse nach Zugabe einer hohen Kollagenkonzentration von 10 pg/ml
dargestellt. Nur die Kontrollgruppen Uberstiegen den bei dieser hodheren
Agonistenkonzentration erwarteten Cut-Off-Wert von 60 %, wobei die ,Kontrollen ohne ASS*
den hochsten Medianwert von 76 % Aggregation erreichte. Im Gegensatz dazu wiesen die
,CALR-positiven Patienten mit HU“ einen sehr niedrigen Medianwert von nur 36 % auf, wobei
die restlichen Patientengruppen im Vergleich dazu tendenziell leicht hohere
Aggregationsmedianwerte zeigten. In der statistischen Auswertung zeigten die
~JAK2V617F-positiven Patienten mit HU“ eine statistisch auffallig niedrigere Aggregation im
Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,0465, Unpaired t-test) und den ,Kontrollen ohne
ASS* (p = 0,0069, Unpaired t-test). Die ,JAK2V617F-positiven Patienten ohne HU* zeigten
dazu eine statistisch noch auffallig niedrigere Aggregation im Vergleich zu den ,Kontrollen mit
ASS* (p = 0,0079, Unpaired t-test) sowie ,ohne ASS* (p = 0,0006, Unpaired t-test). Auch im
Vergleich der Kontrollgruppen untereinander fiel nach Zugabe von 10 ug/ml Kollagen ein
statistisch nennenswerter Unterschied auf (p= 0,031, Unpaired t-test) zwischen den
geringeren Aggregationswerten der ,Kontrollen mit ASS“ und den hoéheren Werten der
»Kontrollen ohne ASS*.
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(Median: 73 %) und die ,Kontrollgruppe ohne ASS* (Median: 74 %) normale

Aggregationsmedianwerte oberhalb des vorher definierten und eigentlich erwarteten
Cut-Off-Werts von = 60 %. Die Aggregationswerte der ,JAK2V617F-positiven Patienten ohne
HU“ lagen im Median (59 %) nur dezent unterhalb der Cut-Off-Grenze, wohingegen die
Thrombozyten der ,CALR-positiven Patienten mit HU“ trotz der hohen TRAP-6-Konzentration
am wenigsten aggregierten mit einem Medianwert von nur 21 %. Die Unterschiede der
Aggregationswerte zwischen den unterschiedlichen Patienten- und Kontrollprobandengruppen

waren fur keine der Analysen mithilfe des T-Tests statistisch auffallig (p = 0,05).

4.2.1.2 Messung der Agonisten-induzierten thrombozytiaren ATP-Freisetzung
mittels Lumi-Aggregometrie
Im Allgemeinen kann davon ausgegangen werden, dass bei einer ausreichenden Aggregation
von Uber 60 % auch die ADP- und ATP-Sekretion aus den &-Granula der Thrombozyten
adaquat funktioniert und somit auswertbar ist. Um eine maximale Aggregation zu erzielen und
die aus den &-Granula sezernierte ADP-Menge dann berechnen zu kdénnen, hatte man die
Versuchsreihe mit Kollagen 10 pg/ml plus Kreatinphosphat plus Kreatinphosphokinase (Coll10
+ CP + CPK) erstellt. Bei ausreichender Aggregation hatten somit Uber die sezernierte
ADP-Menge und die Erstellung der ADP/ATP-Ratio Rickschlisse auf eine
sekretionsabhangige Stérung oder einen Defekt der 8-Granula gezogen werden kénnen (siehe
Kapitel 3.10.3). Zu diesem Thema erfolgten genauere Untersuchungen in den Dissertationen
von Dr.med. I B v d Drmed. M B (chemalige
Medizindoktorandinnen der AG Jurk im CTH, Universitdtsmedizin Mainz). In dieser Arbeit
fielen jedoch die Aggregationsantworten auf den vielversprechenden Agonisten Kollagen in
Kombination mit CP und CPK noch viel geringer aus (Mittelwert: 25,85 %) als bei den
Versuchen nur mit Kollagen 10 pyg/ml (Mittelwert: 43 %). Mdglicherweise haben sich die
Substanzen gegenseitig beeinflusst und in der Lumi-Aggregometrie behindert, sodass keine
adaquaten und auswertbaren Ergebnisse entstanden sind. Die quantitative Ermittlung der
ADP-Freisetzung aus den 0&-Granula konnte letztendlich nicht durchgefuhrt werden.
Diesbezuglich wurde entschieden, ausschlieBlich Grafiken zu den Ergebnissen der
ATP-Freisetzung nach Zugabe der héchsten Agonistenkonzentrationen — 10 ug/ml Kollagen
sowie 50 M TRAP-6 - zu erstellen; selbst wenn langst nicht alle Patientengruppen mit ihren

Aggregationsmedianwerten Uber dem Cut-Off-Wert von = 60 % lagen.
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4.2.1.2.1 KOLLAGEN-INDUZIERTE ATP-FREISETZUNG

Coll (10 pg/ml)
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Abbildung 7: Kollagen-induzierte ATP-Freisetzung

Darstellung der thrombozytidren ATP-Freisetzung (in nmol/2x108 Thrombozyten/ml) der
JAK2V617F- wie auch CALR-positiven Patientengruppen (jeweils mit und ohne HU-Therapie) als auch
der Kontrollen mit/ohne ASS-Therapie. Durchfiihrung der Versuche im Chrono-Log-Aggregometer unter
Verwendung von PRP plus Chrono-Lume Lumineszenz-Reagenz und Zugabe von 10 pg/ml Kollagen.
(ASS = Acetylsalicylsaure, ATP = Adenosintriphosphat, CALR = Calreticulin-Mutation, Coll = Kollagen,
+HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, JAK2V617F = eine
Januskinase-2-Mutation, TZ = Thrombozyten, n = Anzahl)

Die Abbildung 7 zeigt die ATP-Freisetzung der Thrombozyten von den Patienten- wie auch
Kontrollprobanden als Reaktion auf die Zugabe von 10 yg/ml Kollagen. Im Vergleich zu den
,Kontrollen ohne ASS“ fiel die ATP-Freisetzung in allen anderen dargestellten Gruppen
geringer aus. Vergleicht man die beiden Kontrollgruppen miteinander, so sezernierten die
,Kontrollen mit ASS“ mit ihnrem Median von 0,48 nmol/2x108 Thrombozyten/ml gerade mal nur
halb so viel an ATP wie die ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 0,96 nmol/2x108).

In der statistischen Auswertung sezernierten die Thrombozyten der ,JAK2V617F-positiven
Patienten mit HU“ (p = 0,0077, Unpaired t-test), ,JAK2V617F-positiven Patienten ohne HU*
(p = 0,0018, Unpaired t-test) sowie die ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,0149, Unpaired t-test) sogar

statistisch auffallig geringere Mengen an ATP im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne ASS*.

Im Median zeigte sich bei den ,CALR-positiven Patienten (+/- HU)" eine tendenziell geringere
ATP-Freisetzung im Vergleich den ,JAK2V617F-positiven Patienten (+/- HU)".
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4.2.1.2.2 TRAP-6-INDUZIERTE ATP-FREISETZUNG
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Abbildung 8: TRAP-6-induzierte ATP-Freisetzung

Darstellung der thrombozytaren ATP-Freisetzung (in  nmol/2x108 Thrombozyten/ml) der
JAK2V617F- wie auch CALR-positiven Patientengruppen (jeweils mit und ohne HU-Therapie) als auch
der Kontrollen mit/ohne ASS-Therapie. Durchfiihrung der Versuche im Chrono-Log-Aggregometer unter
Verwendung von PRP plus Chrono-Lume Lumineszenz-Reagenz und Zugabe von 50 uM TRAP-6.
(ASS = Acetylsalicylsdure, ATP = Adenosintriphosphat, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter
Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne  Hydroxyurea-Therapie, @JAK2V617F = eine
Januskinase-2-Mutation, TRAP-6 = Thrombin-Rezeptor-Aktivator-Peptid-6, TZ = Thrombozyten,
n = Anzahl.)

Die Abbildung 8 zeigt die ATP-Freisetzung der Thrombozyten von den Patienten- wie auch
Kontrollgruppen als Reaktion auf die Zugabe von 50 uM TRAP-6. Im Vergleich zu den
,Kontrollen ohne ASS“ fiel die ATP-Freisetzung in allen anderen dargestellten Gruppen
deutlich geringer aus. In der statistischen Auswertung sezernierten die Thrombozyten der
~JAK2V617F-positiven Patienten mit HU“ (p = 0,0051, Unpaired t-test), ,JAK2V617F-positiven
Patienten ohne HU® (0,0012, Unpaired t-test) sowie die ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,0409
Unpaired t-test) sogar statistisch aufféllig geringere Mengen an ATP im Vergleich zu den
.Kontrollen ohne ASS*.

Die ,Kontrollen mit ASS* (mit gesunden Thrombozyten und Granulafunktion) zeigten im
Vergleich zu den anderen Patientengruppen (die groRtenteils auch ASS einnahmen) aber
keinen signifikanten Unterschied in der ATP-Freisetzung.

Im Median zeigte sich bei den ,CALR-positiven Patienten (+/- HU)" eine tendenziell geringere
ATP-Freisetzung im Vergleich den ,JAK2V617F-positiven Patienten (+/- HU)".
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4.2.1.3 Messung der plasmatischen und thrombozytaren Thrombingenerierung
in vitro mittels CAT

Die plasmatische Thrombingenerierung konnte mithilfe der Verwendung von Plattchen-freiem

Plasma (PFP) reproduziert werden, wohingegen fir die Messung der thrombozytaren

Thrombingenerierung konsequenterweise Thrombozyten vorhanden sein missen und wir

daher Plattchen-reiches-Plasma (PRP) fir diese Versuchsreihen verwendeten (weiteres zum

Versuchsprinzip findet sich in Kapitel 3.11.2).

Die jeweiligen Messergebnisse wurden in den Unterkapiteln in die wichtigsten
Thrombinoskop-Parameter aufgeteilt (,Lag time®, ,Time to peak®, , Thrombin peak® und ETP),
um die verschiedenen Versuchsreihen mit ihren Ergebnissen anhand dieser Parameter

vergleichen zu kénnen.

In den folgenden Unterkapiteln wird daher immer zuerst auf die Messung eines bestimmten
Parameters im PFP (plasmatische Thrombingenerierung) nach Zugabe von TF (dient als
Triggersubstanz fir die physiologische Gerinnungsreaktion) eingegangen und darauffolgend
auf die dazugehorige gleiche Messung im PRP  (zellulare/thrombozytare
Thrombingenerierung), die allerdings ergdnzend noch mit den weiteren Triggersubstanzen
Thrombin und Convulxin sowie einmal ohne jegliche Triggersubstanzen (basal) durchgeflhrt

wurde.

Falls sich statistische Auffalligkeiten (p <0,05) bei den Gruppenvergleichen — der
~JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU“ mit den ,Kontrollen mit/ohne ASS“ sowie den
Kontrollen untereinander — darstellen lieRen, sind die dazugehdrigen p-Werte im Flie3text
erwahnt. Die kompletten statistischen Auswertungen durch die Statistiksoftware GraphPad
Prism 8.3.1 mit p-Werten und deskriptiver Statistik (Minimum, 25 % Perzentile, Median, 75 %

Perzentile und Maximum) finden sich im Anhang.
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4.2.1.3.1 LAG TIME" IN PFP NACH ZUGABE VON TF

Die ,Lag time*“ beschreibt die Zeit (in Minuten), die bis zum Beginn der Thrombingenerierung
vergeht, daher spricht man auch haufig von der sogenannten Verzégerungszeit.
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Abbildung 9: ,,Lag time“ in PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung der ,Lag time“ (in Minuten) der plasmatischen Thrombingenerierung in PFP. Durchfiihrung
der Versuche im CAT unter Verwendung von PFP und Zugabe von PPP-Reagenz, welches als
Endkonzentration 5 pM TF und 4 uM anionische Phospholipide enthielt.

(PFP = Thrombozyten-freies Plasma, TF = tissue factor, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl)

Abbildung 9 stellt die ,Lag time® in PFP nach Zugabe des Triggers TF fir alle Patienten- und
Kontrollprobanden dar. Vergleicht man die ,Kontrollen mit ASS* (Median: 3,275 min) und die
,Kontrollen ohne ASS* (Median: 3,32 min) mit den ,JAK2V617F*“ sowie ,CALR-positiven
Patientengruppen®, so haben alle Patientengruppen im Median tendenziell recht dhnliche, aber
durchaus insgesamt etwas verlangerte Verzégerungszeiten reproduziert. Den héchsten
Medianwert von 4,445 Minuten hat man in der ,CALR-positiven Patientengruppe ohne HU*
gemessen. Ein einziger ,JAK2V617F-positiver Patient ohne HU“ bendtigte allerdings eine im
Vergleich noch viel langere ,Lag time“ von 8,67 Minuten, bis die Thrombingenerierung begann.

In der statistischen Analyse ergaben sich jedoch keine statistisch relevanten Unterschiede.
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Grafik B veranschaulicht die ,Lag time® in PRP nach Zugabe von 1 pM des physiologischen

Gerinnungsaktivators TF (,tissue factor®, Gewebefaktor). Der statistische Vergleich der ,Lag
time* der ,JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU* mit jeweils den ,Kontrollen mit/ohne ASS*
sowie den Kontrollen untereinander ergab keinen hinreichenden Unterschied (p = 0,05,

Unpaired t-test).

Bei dem direkten Vergleich der Grafiken A und B féllt auf, dass durch die Gabe des
Gewebefaktors (TF) die ,Lag time* in allen Gruppen verkirzt wurde. Hierzu wurden aber keine

statistischen Tests durchgefihrt.

Grafik C zeigt die ,Lag time“ in PRP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Auch hier ergaben
sich in den statistischen Tests zwischen den ,JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU“ und den
LKontrollen mit/ohne ASS“ sowie den Kontrollen untereinander keine relevanten Unterschiede
in der ,Lag time“ (p 2 0,05, Unpaired t-test). Allerdings zeigte der einzige ,CALR-positive
Patient mit HU“ die langste ,Lag time“ mit einem Median von 20,11 Minuten im Vergleich zu

allen anderen dargestellten Patienten- wie auch Kontrollprobandengruppen.

In Grafik D ist die ,Lag time“ in PRP nach Zugabe von 50 ng/ml Convulxin dargestellt. In der
Auswertung des Parameters zwischen den Gruppen ergab sich eine statistisch auffallig
verlangerte ,Lag time* in der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppe ohne HU*
(Median: 19 min) im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (Median: 14,95 min, p = 0,0002,
Mann-Whitney test) und auch zu den ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 13,84 min, p = 0,0002,
Mann-Whitney test).

Grafik E veranschaulicht die ,Lag time® in PRP nach simultaner Gabe von 0,1 U/ml Thrombin
und 50 ng/ml Convulxin, fur alle Patienten- sowie Kontrollgruppen. Die vorher angenommene
Hypothese, dass hier zwei Trigger zu einer viel hdheren Reaktionsfahigkeit der Thrombozyten
fuhren wirde, hat sich in dieser Versuchskonstellation mit einer deutlich kiirzeren ,Lag time®,
und damit einer frihzeitiger einsetzenden Thrombingenerierung, in allen dargestellten
Gruppen im Gegensatz zu den Ergebnissen in Grafik A-D, bestatigt. Jedoch zeigten alle
Gruppen in Grafik E einen recht ahnlichen Medianwert. Ausschlief3lich die Thrombozyten der
~JAK2V617F-positiven Patientengruppe ohne HU® reagierten langsamer, mit einer statistisch
nennenswert verlangerten ,Lag time* im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne ASS* (p = 0,0214,

Unpaired t-test).
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4.2.1.3.3 ,TIME TO PEAK®* IN PFP NACH ZUGABE VON TF

Die Zeit in Minuten, die bis zum Erreichen des héchsten Thrombinwertes im gesamten

Versuchsverlauf (,Thrombin peak®) vergeht, bezeichnet man als , Time to peak”.
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Abbildung 11: ,,Time to peak” in PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung der ,Time to peak (in Minuten) der plasmatischen Thrombingenerierung in PFP.
Durchfiihrung der Versuche im CAT unter Verwendung von PFP und Zugabe von PPP-Reagenz,
welches als Endkonzentration 5 pM TF und 4 uM anionische Phospholipide enthielt.

(PFP = Thrombozyten-freies Plasma, TF = tissue factor, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl, min = Minuten, pM = Pikomolar)

Abbildung 11 stellt die ,Time to peak in PFP nach Zugabe des Triggers TF fur alle
Patienten- und Kontrollprobandengruppen dar. Vergleicht man die ,Kontrollen mit ASS*
(Median: 6,445 min) und die ,Kontrollen ohne ASS“ (Median: 6,385 min) mit den
~JAK2V617F“- sowie ,CALR-positiven Patientengruppen®, so haben alle Patientengruppen im
Median tendenziell recht ahnliche, aber durchaus insgesamt etwas verlangerte Zeiten (,Time
to peak®) bis zum Erreichen des ,Thrombin peaks” bendtigt. Den hdchsten Medianwert von

7,89 Minuten hat man in der , CALR-positiven Patientengruppe mit HU“ gemessen.

Die Unterschiede der ,Time to peak® zwischen den ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen®
und den ,Kontrollen mit ASS“ sowie den ,Kontrollen ohne ASS“ und den Kontrollen

untereinander waren fir keine der Analysen statistisch aufféllig (p = 0,05, Unpaired t-test).
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.Kontrollen mit ASS“ (p = 0,0052, Unpaired t-test) sowie der ,Kontrollen ohne ASS*
(p = 10,0132, Unpaired t-test).

Grafik B stellt die ,Time to peak® in PRP nach Zugabe von 1 pM TF dar. Eine, im Vergleich zu
allen anderen dargestellten Patienten- und Kontrollgruppen, tendenziell erhéhte ,Time to peak®
zeigte der ,CALR-positive Patient +HU* mit einem Median von 30 Minuten. In der statistischen
Analyse der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen +/-HU“ und der ,Kontrollen mit/ohne
ASS* miteinander und den Kontrollen untereinander, ergaben sich keine relevanten

Unterschiede in der gemessenen ,Time to peak®.

In Grafik C ist die ,Time to peak” in PRP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin veranschaulicht.
Der statistische Vergleich der ,Time to peak” der ,JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU“ mit
jeweils den ,Kontrollen mit/ohne ASS* sowie den Kontrollen untereinander ergab keinen

hinreichenden Unterschied (p = 0,05, Unpaired t-test).

Grafik D zeigt die , Time to peak” in PRP nach Zugabe von 50 ng/ml Convulxin. Hier haben alle
Patientengruppen im Median tendenziell eine geringfiigig langere Zeit bis zum Erreichen des
»1hrombin peaks” bendtigt im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (Median: 18,45 min) als
auch den ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 16,45 min). Im statistischen Vergleich ergab sich
ein relevanter Unterschied in der verlangerten ,Time to peak® der ,JAK2V617F-positiven
Patientengruppe ohne HU“ im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,0005,
Mann-Whitney test) und den ,Kontrollen ohne ASS* (p = 0,0002, Mann-Whitney test).

Grafik E veranschaulicht die ,Time to peak® in PRP nach simultaner Gabe von 0,1 U/ml
Thrombin sowie 50 ng/ml Convulxin, fir alle Patienten- sowie Kontrollprobandengruppen.
Vergleicht man die Medianwerte von Grafik E mit allen anderen aus Grafik A-D, so haben die
Gruppen in Grafik E im Schnitt durchaus weniger Zeit benétigt, um den ,Thrombin peak® zu
erreichen. Es ergab sich ein statistisch relevanter Unterschied in der langeren ,Time to peak*
der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppe ohne HU“ und der kirzeren ,Time to peak® der
,Kontrollen ohne ASS* (p = 0,0103, Unpaired t-test). Die ,CALR-positiven Patienten +HU"
(Median: 18,89 min) und die ,CALR-positiven Patienten —-HU* (Median: 16,73 min)
reproduzierten im Vergleich zu beiden ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen® im Median
tendenziell verlangerte ,Time to peak“-Werte, was fur eine langsamere Reaktionsfahigkeit der

Thrombozyten sprechen wurde.
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4.2.1.3.5 ,THROMBIN PEAK*" IN PFP NACH ZUGABE VON TF

Der ,Thrombin peak” (in nM) beschreibt die héchste Konzentration an Thrombin, die im Verlauf
des Versuchs gemessen werden konnte.
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Abbildung 13: ,,Thrombin peak“ in PFP nach Zugabe von TF.

Darstellung des ,, Thrombin peak” (in nM) der plasmatischen Thrombingenerierung in PFP. Durchfiihrung
der Versuche im CAT unter Verwendung von PFP und Zugabe von PPP-Reagenz, welches als
Endkonzentration 5 pM TF und 4 uM anionische Phospholipide enthielt.

(PFP = Thrombozyten-freies Plasma, TF = tissue factor, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR
= Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS
= Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, pM = Pikomolar, nM = Nanomolar)

Abbildung 13 stellt den ,Thrombin peak® in PFP nach Zugabe des Triggers TF fur alle
Patienten- und Kontrollprobandengruppen dar. Die Unterschiede des ,Thrombin peaks®
zwischen jeweils den ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen” und den ,Kontrollen mit ASS*

sowie den ,Kontrollen ohne ASS“ und den Kontrollen untereinander waren fir keine der
Analysen statistisch auffallig (p = 0,05, Unpaired t-test).
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Die grolite Verteilungsbreite der Werte wies dabei die ,JAK2V617F-positive

Patientengruppe —HU*® auf (Range: 82,75 nM) mit dem niedrigsten erreichten , Thrombin peak*
von 44,57 nM (P9) im Vergleich zu allen anderen in der Grafik B dargestellten Gruppen. Den
héchsten ,Thrombin peak® mit 170,1 nM erreichte allerdings ein Patient (P1) in der
~JAK2V617F-positiven Patientengruppe +HU". Die Patientengruppen zeigten auch tendenziell
eher hohere Werte des ,Thrombin peaks* als die beiden ,Kontrollen mit ASS“ (Median:
96,58 nM) und ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 102,9 nM). Den héchsten Medianwert von
140,3 nM erreichte der ,CALR-positive Patient +HU". In der statistischen Auswertung ergaben
sich aber in den Werten des ,Thrombin peaks® der ,JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU"
mit jeweils den ,Kontrollen mit/ohne ASS“ sowie den Kontrollen untereinander keine

hinreichenden Unterschiede (p = 0,05, Unpaired t-test).

Grafik C stellt die Werte des ,Thrombin peaks® nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin fir alle
Patienten- sowie Kontrollprobandengruppen dar. Insgesamt wurden hier nach
Thrombin-Zugabe die geringsten Medianwerte erreicht im Vergleich zu den anderen
Agonistengaben (Grafik B, D, E). In der statistischen Analyse ergaben sich weder statistische
Auffalligkeiten zwischen den ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen® jeweils im Vergleich zu
den beiden ,Kontrollen mit/ ohne ASS®, noch zwischen den ,Kontrollen mit ASS* und den

,Kontrollen ohne ASS* untereinander.

In Grafik D sind die Werte fir den , Thrombin peak” aller dargestellten Gruppen nach Zugabe
von 50 ng/ml Convulxin dargestellt. Es fallt auf, dass alle Gruppen im Vergleich zu ihren
Ergebnissen in den anderen Grafiken A-C und E den hdchsten ,Thrombin peak® in dieser
Grafik D mit dem Agonisten Convulxin erreichten. Selbst bei der gemeinsamen Gabe von
Thrombin und Convulxin in Grafik E wurden geringere ,Thrombin peaks® reproduziert. Die
»Kontrollen ohne ASS* erreichten den héchsten Wert im Median von 275 nM, dicht gefolgt von
der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppe +HU“ (Median: 266,2 nM). Die ,Kontrollen mit
ASS* lagen mit ihrem Medianwert von 208,6 nM allerdings tendenziell im unteren Bereich aller
anderen dargestellten Medianwerte. Einen nur noch niedrigeren Wert zeigte die
»,CALR-positive Patientengruppe —-HU“ (Median: 199,2 nM), wohingegen alle anderen
Patientengruppen tendenziell eine hoéhere Thrombinkonzentration im Verlauf des
Versuchszeitraums generierten. Der einzige statistische Unterschied ergab sich zwischen
dem hoheren ,Thrombin peak® der ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 275 nM) zu dem deutlich
geringeren Wert von 208,6 nM der ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,0108, Unpaired t-test). Dies
weist auf eine ASS-Sensitivitat der Convulxin-induzierten Thrombinamplifizierung auf der

Thrombozytenoberflache hin.

Grafik E zeigt den , Thrombin peak® in PRP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml
Convulxin, fir alle Patienten- sowie Kontrollprobandengruppen. Trotz simultaner Gabe zweier

Gerinnungstrigger fielen die Ergebnisse des generierten ,Thrombin peaks* fur alle
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dargestellten Gruppen geringer aus als die Werte in Grafik D nach Zugabe nur eines Triggers,
Convulxin. Vergleicht man in Grafik E die ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen +/-HU* mit
den ,Kontrollen mit/ohne ASS* sowie die Kontrollen untereinander, zeigten die ,Kontrollen
ohne ASS* (Median: 179 nM) einen statistisch auffallig erhdéhten ,Thrombin peak® im
Gegensatz zu den ,Kontrollen mit ASS* (Median: 114,5 nM, p = 0,007, Unpaired t-test) wie
auch zu den ,JAK2V617F-positiven Patienten -HU* (Median: 95,21 nM, p = 0,0045, Unpaired
t-test). Auch die ,JAK2V617F-positiven Patienten +HU* erreichten einen statistisch auffallig
erhohten ,Thrombin peak” im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (p = 0,034, Unpaired
t-test).
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4.21.3.7 ,ETP“IN PFP NACH ZUGABE VON TF

Das ,endogene Thrombinpotential“ (in nM x min) ist die Uber den gesamten Versuchszeitraum
gemessene Gesamtkonzentration an generiertem Thrombin.

PFP - TF (5 pM)
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Abbildung 15: ,,Endogenes Thrombinpotential“ (ETP) in PFP nach Zugabe von TF.
Darstellung des ETP (in nM x min) der plasmatischen Thrombingenerierung in PFP. Durchfiihrung der
Versuche im CAT unter Verwendung von PFP und Zugabe von PPP-Reagenz, welches als
Endkonzentration 5 pM TF und 4 uM anionische Phospholipide enthielt.

(PFP = Thrombozyten-freies Plasma, TF = tissue factor, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR
= Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS
= Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, min = Minuten, nM = Nanomolar, pM = Pikomolar)

Abbildung 15 =zeigt das ,endogene Thrombinpotential® in PFP nach Zugabe der
Triggersubstanz TF. Insgesamt wurden in allen dargestellten Gruppen, Patienten- wie auch
Kontrollprobandengruppen, im Median vergleichsweise ahnliche
Gesamtthrombinkonzentrationen (ETP) erreicht. Die geringen Unterschiede des ETP,
verglichen zwischen den ,JAK2V617F-positiven Patientengruppen” und den ,Kontrollen mit
ASS" und ,Kontrollen ohne ASS“ jeweils untereinander und miteinander, waren fur keine der

Analysen statistisch auffallig (p = 0,05).
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ETP. Der ,CALR-positive Patient +HU“ (P11, ETP = 2125 nMxmin) und die ,CALR-positive
Patientengruppe —-HU“ (ETP = 1875 nMxmin) erreichten hier nach Zugabe von TF ihr hochstes
ETP verglichen mit ihren Werten in den anderen Grafiken A und C—E. In Grafik B ergaben sich
nun statistische  Auffalligkeiten zwischen dem  weitaus hoéheren ETP  der
~JAK2V617F-positiven Patienten +HU“ (Median: 2010 nMxmin) im Vergleich zu den
LKontrollen mit ASS* (Median: 1710 nMxmin, p = 0,0364, Unpaired t-test) sowie zwischen dem
niedrigeren ETP der ,JAK2V617F-positiven Patienten —HU®* (Median: 1525 nMxmin)
verglichen mit den ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 1864 nMxmin; p = 0,0320, Unpaired t-test).

In Grafik C wird das ETP in PRP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dargestellt. In der
Auswertung kristallisierte sich ein statistisch auffallig vermindertes ETP der
JAK2V617F-positiven Patientengruppe —HU“ (Median: 1020 nMxmin) im Vergleich zu den
LKontrollen mit ASS* (Median: 1371 nMxmin; p = 0,0447 nMxmin) sowie den ,Kontrollen ohne
ASS* (Median: 1245 nMxmin; p = 0,0497, Unpaired t-test) heraus. Der ,CALR-positive
Patient +HU“ generierte sogar tendenziell ein noch niedrigeres ETP im Median von
782,7 nMxmin im Vergleich zu allen anderen dargestellten Gruppen sowie sein niedrigstes
ETP im Vergleich zu seinen Werten bei der basalen Thrombingenerierung in Grafik A sowie

bei Zugabe aller anderen Agonisten in Grafik B, D und E.

Grafik D zeigt das ETP in PRP nach Zugabe von 50 ng/ml Convulxin aller dargestellten
Gruppen. Die Auswertungen des Parameters ergaben in der ,JAK2V617F-positiven
Patientengruppe —HU“ ein ETP im Median von 1368 nMxmin, welches statistisch auffallig
niedriger war im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 1591 nMxmin; p = 0,0431,
Unpaired t-test). Vergleicht man die Patientengruppen aufgeteilt in ihre Therapie, so fallt auf,
dass der ,CALR-positive Patient +HU" ein im Median von 1828 nMxmin tendenziell hoheres
ETP im Vergleich zu der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppe +HU* reproduzierte. Auch
die ,CALR-positive Patientengruppe —HU* (Median: 1457 nMxmin) erreichte ein tendenziell
héheres ETP im Vergleich zu der ,JAK2V617F-positiven Patientengruppe —HU“ (Median:
1368 nMxmin).

Grafik E zeigt das ETP in PRP nach simultaner Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml
Convulxin fur alle dargesteliten Gruppen. Das ETP der ,JAK2V617F-positiven
Patientengruppe +HU“ war im Median von 1733 nMxmin statistisch nennenswert erhéht im
Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* (Median: 1473 nMxmin; p = 0,0092, Unpaired t-test).
Alle Patientengruppen unter HU-Therapie erlangten tendenziell ahnliche ETP-Medianwerte,
genauso wie alle Patientengruppen ohne eine HU-Therapie, wobei diese Patienten wiederum
ein vergleichsweise geringeres ETP zeigten im Vergleich zu den Patienten mit einer
HU-Therapie.
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In Abbildung 17 wird die ,Lag time“ der isolierten Thrombozyten aller Patienten- wie auch
Kontrollprobandengruppen grafisch veranschaulicht. Die Thrombozyten wurden jeweils in
Eigenplasma (EP) (schwarz hinterlegt, linke Grafikhalfte) wie auch in einem Kontrollplasma
(KP) (grau hinterlegt, rechte Grafikhalfte) resuspendiert. Grafik A zeigt die basale ,Lag time*

bis zum Beginn der Thrombingenerierung ohne Zusatz jeglicher Triggersubstanzen.

Die Thrombozyten der jeweiligen Kontrollgruppen zeigten keine statistisch auffallig

unterschiedliche ,Lag time* unter basalen Bedingungen im EP jeweils im Vergleich zum KP.

In EP gemessen wiesen die Thrombozyten der ,JAK2V617F —HU* Gruppe eine statistisch
auffallig verlangerte ,Lag time* im Median von 25,17 Minuten im Gegensatz zu den ,Kontrollen
ohne ASS* (Median: 18,42 min; p = 0,0423, Unpaired t-test) auf.

Der ,CALR-positive Patient +HU“ bendtigte insgesamt die langste Zeit bis zum Start der

Thrombingenerierung mit einem Medianwert von 32,17 min im KP.

Im Median zeigte die Mehrheit der dargestellten Gruppen im KP eine tendenziell verlangerte

,Lag time* im Vergleich zum EP.

Grafik B veranschaulicht die ,Lag time® der dargestellten Gruppen jeweils in EP wie auch in
KP nach Zugabe von 1 pM TF. Im Vergleich zu Grafik A haben nun alle Gruppen eine
tendenziell kurzere ,Lag time“ erreicht, die Thrombozyten begannen demnach in allen
Gruppen viel schneller mit der Thrombingenerierung nach Zugabe des physiologischen

Thrombozyten-Agonisten TF.

Innerhalb der Gruppen im KP ergab sich ein statistisch relevanter Unterschied zwischen der
verlangerten ,Lag time® der ,Kontrollen mit ASS* (Median: 11,34 min) und den kirzeren Zeiten
der ,JAK2V617F —HU*“ Gruppe (Median: 9,335 min; p = 0,0160, Unpaired t-test) sowie der
.Kontrollen ohne ASS* (Median: 8,5 min; p = 0,0017, Unpaired t-test). Auch nach TF-Zugabe
(wie basal) hat der ,CALR-positive Patient +HU“ im Vergleich zu den Medianwerten aller
anderen Gruppen die langste Zeit bis zum Start der Thrombingenerierung im KP (14,83 min),

aber auch im EP (15 min), bendtigt.

In Grafik C wird die ,Lag time“ nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dargestellt. In der Analyse

des Parameters ergaben sich in keinen Gruppenvergleichen statistische Auffalligkeiten.

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den ,Lag time* Werten im EP und KP
jeweils der ,JAK2V617F —HU* sowie der ,JAK2V617F +HU* Gruppe auf.
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EP (Median: 32,42 min) und der verlangerten Zeit, die die ,JAK2V617F -HU* Gruppe im KP
(Median: 41 min; p = 0,0430, Unpaired t-test) bendtigte.

Grafik B zeigt die ,Time to peak” der isolierten Thrombozyten aller dargestellten Gruppen in
EP und KP resuspendiert, nach Zugabe von 1 pM des physiologischen Gerinnungsaktivators
TF. Die Auswertung ergab statistisch auffallig verlangerte Zeiten bis zum Erreichen des
» 1 hrombin peaks® bei den ,Kontrollen mit ASS* in KP (Median: 24,67 min) im Vergleich zu den
,Kontrollen ohne ASS* in KP (Median: 18,67 min; p = 0,0022, Unpaired t-test), wie auch im
Vergleich zu der Patientengruppe ,JAK2V617F -HU* in KP (Median: 20,5 min; p = 0,0188,
Unpaired t-test) und in EP (Median: 19,17 min; p = 0,0368, Unpaired t-test). Die ,Kontrollen
ohne ASS® in KP bendtigten hingegen eine statistisch auffallig kiirzere ,Time to peak® im
Median von 18,67 Minuten im Vergleich zu der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe in KP (Median:
23,5 min; p =0,0456, Unpaired t-test) und wie bereits oben erwahnt im Vergleich zu den
.Kontrollen mit ASS*“ in KP.

Grafik C stellt die ,Time to peak” aller Patienten- und Kontrollprobandengruppen in EP sowie
KP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dar. Die Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* in
EP resuspendiert (Median: 26 min) waren statistisch auffallig langsamer in der
Thrombingenerierung bzw. dem Erreichen des ,Thrombin peaks® im Vergleich zu den
Thrombozyten der Patientengruppen ,JAK2V617F —HU" in EP (Median: 22,5 min; p = 0,0084,
Mann-Whitney test), ,JAK2V617F +HU" in EP (Median: 20,86 min; p = 0,0185, Unpaired t-test)
und der gleichen ,JAK2V617F +HU" Gruppe in KP (Median: 22 min; p = 0,0378, Unpaired
t-test). Zudem zeigte die ,JAK2V617F —HU“ Gruppe in EP (Median: 22,5 min) eine statistisch
relevant kiirzere ,Time to peak® im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* in KP (Median:
26,67 min; p =0,0341, Mann-Whitney test). Die Thrombozyten der ,CALR -HU* Gruppe
erreichten den ,Thrombin-Peak* tendenziell am schnellsten, sowohl im EP (Median: 18,86
Minuten) als auch im KP (Median: 19,35 Minuten). Hier konnten aufgrund der zu geringen
Patientenzahl (n < 3) aber keine statistischen Tests durchgefiihrt werden. Am langsamsten
war im EP der ,CALR-positive Patient +HU" mit einer ,Time to peak® von 27,33 Minuten; und
im KP die ,Kontrollen mit ASS“ im Median von 26,67 Minuten.

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede im Median zwischen den jeweiligen ,Time to
peak” Werten im EP und KP der ,JAK2V617F —HU*" sowie der ,JAK2V617F +HU" Gruppe auf.
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dem die ,JAK2V617F -HU“ Gruppe (Median: 122,5 nM) sowie die ,Kontrollen mit ASS*

(Median: 130,5 nM) beide tendenziell hdhere ,Thrombin peaks® erreichten als im EP. Da
erreichte die ,JAK2V617F —HU* Gruppe nur einen Median von 114,3 nM und die ,Kontrollen
mit ASS* einen Median von 118,1 nM. AuRerdem haben in Grafik C die ,Kontrollen mit ASS*
auch im KP (Median: 73,6 nM) einen hdéheren ,Thrombin peak® erreichen kénnen als im EP
(Median: 71,94 nM).

In Grafik B haben die Thrombozyten des ,CALR +HU"-Patienten (P11) im EP mit 160,1 nM
den hochsten ,Thrombin peak® erreicht. Da allerdings n = 1, konnten mit dieser Gruppe keine
statistischen Vergleichstests durchgefuhrt werden. Bei den anderen Gruppen ergaben sich
aber in der Auswertung statistische Auffalligkeiten zwischen dem am zweithochsten erreichten
»1hrombin peak® der ,Kontrollen ohne ASS* in EP (Median: 159,2 nM) und den niedrigeren
»1hrombin peaks“ der ,Kontrollen mit ASS“ in EP (Median: 118,1 nM; p = 0,0088, Unpaired
t-test) und der ,JAK2V617F —HU® Gruppe in EP (Median: 114,3 nM; p = 0,0082, Unpaired
t-test) sowie in KP (Median: 122,5 nM; p = 0,0145, Unpaired t-test).

In Grafik C sind die ,Thrombin peaks“ nach Zugabe von 0,1 U/ml des physiologischen
Thrombozytenagonisten Thrombin dargestellt. In der Analyse ergaben sich keine statistischen
Auffalligkeiten. Es féllt jedoch auf, dass durchweg alle Patienten- und
Kontrollprobandengruppen in EP wie auch KP nach Zugabe von Thrombin (Grafik C) weitaus
geringere ,Thrombin peaks® zeigten als nach Zugabe von TF (Grafik B). Flr solch eine

Gegenuberstellung wurden jedoch keine statistischen Vergleichstests durchgefuhrt.

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen, noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den jeweiligen ,Thrombin peak® Werten
im EP und KP der ,JAK2V617F —HU" sowie der ,JAK2V617F +HU*“ Gruppe auf.
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p = 0,0075, Mann-Whitney test) sowie auch im KP (Median: 1772 nMxmin; p = 0,0221,

Unpaired t-test). Vergleicht man zudem die Medianwerte aus Grafik A mit Grafik B, so erkennt
man, dass alle dargestellten Gruppen durchweg in EP wie auch in KP nach Zugabe von TF
(Abbildung 20, Grafik B) jeweils ein hoheres ETP generieren konnten als wahrend der basalen
Messung (Abbildung 20, Grafik A).

Grafik C veranschaulicht das ETP aller Gruppen nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Hier
haben alle Patienten- und Kontrollprobandengruppen zwar im Vergleich zur basalen Messung
in Grafik A hdéhere ETP-Medianwerte generiert, jedoch im Vergleich zur Messung nach
TF-Gabe (Abbildung 20, Grafik B) wieder tendenziell niedrigere ETP-Medianwerte
reproduziert. Die statistische Analyse der Ergebnisse untereinander in Grafik C ergab einen
relevanten Unterschied zwischen dem erhohten ETP der ,Kontrollen ohne ASS® in EP
(Median: 1564 nMxmin) und dem geringeren ETP der gleichen Gruppe im KP
(Median: 1181 nMxmin, p = 0,0288, Mann-Whitney test) sowie der ,JAK2V617 —-HU"
Patientengruppe in KP (Median: 1179 nMxmin; p = 0,0288, Unpaired t-test).

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen, noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den jeweiligen ETP-Werten im EP und
KP der ,JAK2V617F —HU* sowie der ,JAK2V617F +HU" Gruppe auf.

4.2.1.5 Messung der Thrombingenerierung mononuklearer Zellen in vitro mittels
CAT
Fir diese Versuchsreihe wurden die mononuklearen Zellen (MNC) der ET-Patienten wie auch
der Kontrollprobandengruppen extrahiert (siehe Kapitel 3.9). Innerhalb der MNC-Fraktion
stellen die Monozyten den primaren Zelltyp dar, welcher das Thrombin generiert. Die MNC
wurden auf eine definierte Konzentration jeweils mit Eigenplasma (PFP) und mit
Kontrollplasma (PFP; nicht von der Kontrollprobandengruppe, sondern ein standardisiertes
Kontrollplasma aus dem Labor) verdinnt. Diese Versuchsreihe wurde durchgefihrt, um den
unterschiedlichen Einfluss von MNC auf die TG plasmaabhangig bei den ET-Gruppen zu

untersuchen und mit der korrespondierenden TG auf Thrombozyten zu vergleichen.

Es wurden statistische  Gruppenvergleichstests  durchgefihrt  zwischen  den
~JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU* und den ,Kontrollen mit/ohne ASS* sowie zwischen
den ,Kontrollen mit/ohne ASS® untereinander, jeweils in Eigenplasma (EP) wie auch in
Kontrollplasma (KP). Aufierdem priften wir die Ergebnisse der ,JAK2V617F-positiven
Patienten +/-HU" und der ,Kontrollen mit/ohne ASS* im EP im Vergleich zu den Ergebnissen
im KP auf statistische Auffalligkeiten mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test. Lief3en sich
statistische Auffalligkeiten (p < 0,05) bei den Gruppenvergleichen darstellen, sind die

dazugehdrigen p-Werte im Flieitext erwahnt. Die kompletten statistischen Auswertungen
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beiden ,Kontrollen mit und ohne ASS® sowie der ,JAK2V617F-positiven Patienten —-HU*

reproduzierten im KP tendenziell ahnliche, aber leicht verlangerte ,Lag time* Medianwerte im
Vergleich zu den Ergebnissen im EP. Nur die MNC der ,JAK2V617F-positiven Patienten +HU*
(Median: 14,36 min) konnten im KP eine kurzere ,Lag time* erreichen, die auch kirzer als die
der Kontrollen (Box-Plot-Bereich) war. In den statistischen Auswertungen ergaben sich somit
auffallige Unterschiede in der verlangerten ,Lag time® der ,Kontrollen mit ASS* im KP
(Median: 19,33 min) zu ihren kirzeren Zeiten im EP (Median: 17 min; p =0,0306,
Mann-Whitney test) sowie zu den kiirzeren Zeiten der ,JAK2V617-positiven Patienten +HU*
im KP (Median: 14,36 min; p = 0,0061, Mann-Whitney test) und im EP (Median: 16,03 min;
p = 0,0061, Mann-Whitney test).

Grafik B zeigt die ,Lag time* der MNC in EP und KP, gemessen nach Zugabe von 1 pM TF.
Alle dargestellten Gruppen zeigten im Schnitt vergleichbare ,Lag time“-Medianwerte und auch
kaum Unterschiede im Vergleich der Ergebnisse in EP und KP. Als einzige Gruppe sind die
MNC der ,JAK2V617F-positiven Patienten +HU" in EP herausgestochen, mit einer statistisch
auffallig kirzeren ,Lag time“ im Median von 8,6 Minuten im Vergleich zu den ,Kontrollen mit
ASS* im KP mit einem Median von 10 Minuten (p = 0,0227, Unpaired t-test).

Grafik C zeigt die ,Lag time" nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Die Unterschiede der
Verzdgerungszeiten zwischen den einzelnen Patienten- und Kontrollprobandengruppen waren
fur keine der Analysen statistisch auffallig (p = 0,05). Die ,Kontrollen mit ASS* und die
,Kontrollen ohne ASS* haben sogar jeweils ihre im EP erreichten Medianwerte auch im KP

erreichen konnen.

Auffallig war auRerdem, dass in allen Grafiken A—C zum einen die MNC der ,JAK2V617F +HU"
Patienten im EP eine tendenziell kirzere ,Lag time® zeigten als die ,JAK2V617F —HU*
Patienten. Im KP anderte sich dieses Verhaltnis bei TF- und Thrombin-Zugabe. Zum anderen
zeigten die MNC der ,CALR -HU“ Patienten tendenziell eine kurzere ,Lag time* als der
»,CALR +HU" Patient (P11). Im KP anderte sich dieses Verhaltnis bei der basalen Messung

und nach Thrombin-Zugabe.

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den ,Lag time® Werten im EP und KP
jeweils der ,JAK2V617F —HU“ sowie der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe auf.
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Die langste ,Time to peak® mit 44,72 Minuten im Median, im Vergleich zu allen anderen
dargestellten Gruppen, generierten die MNC der ,CALR —HU* Gruppe im KP. Da n < 3 wurden

mit dieser Gruppe aber keine statistischen Tests durchgefihrt.

Grafik B stellt die ,Time to peak® nach Zugabe von 1pM des physiologischen
Gerinnungstriggers TF grafisch dar. Bei der Auswertung des Parameters generierten die MNC
der ,JAK2V617F +HU® Gruppe im EP die geringste ,Time to peak” im Median von
18,42 Minuten. Diese war statistisch nennenswert kirzer als die Zeiten der ,Kontrollen mit
ASS* im EP (Median: 24 min; p = 0,0348, Unpaired t-test) sowie im KP (Median: 24,84 min;
p = 0,006, Unpaired t-test) und auch kirzer als die der ,Kontrollen ohne ASS* im EP
(Median: 30,92 min; p = 0,0007, Unpaired t-test) sowie im KP (Median: 26,17 min; p = 0,009,
Unpaired  t-test).  Geringfigig mehr Zeit als im EP  bendtigten die
~JAK2V617F-positiven Patienten +HU" jedoch im KP (Median: 19,84 min). Auch da ergaben
sich statistisch nennenswerte Unterschiede zu den verlangerten Zeiten der MNC der
LKontrollen mit ASS“im KP (p = 0,0467, Unpaired t-test) und der ,Kontrollen ohne ASS* im KP
(p =0,042, Unpaired t-test) sowie im EP (p =0,0053, Unpaired t-test). Nur tendenziell
geringflgig langere Medianzeiten im Vergleich zu der ,JAK2V617F +HU* Gruppe in KP
bendtigte die ,JAK2V617F —HU“ Gruppe in KP. So erreichten auch hier sowohl die MNC der
~JAK2V617F —HU* Gruppe im EP (Median: 20,92 min; p = 0,0157, Unpaired t-test) als auch
im KP (Median: 21,2 min; p = 0,0126, Unpaired t-test) kiirzere Zeiten im Gegensatz zu den
.Kontrollen ohne ASS“ im EP (Median: 30,92 min). Abschliefiend kann man feststellen, dass
die MNC aller Patientengruppen, ob in EP oder KP gemessen, im Median durchweg kirzere
.1ime to peak“Werte zeigten als die Kontrollprobandengruppen. Dies sprache fir

reaktionsfahigere MNC von ET-Patienten im Vergleich zu denen gesunder Kontrollprobanden.

In Grafik C ist die ,Time to peak® aller Gruppen nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin in
Boxplots dargestellt. Im EP bendtigten hier die MNC der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe im Median
die kurzeste Zeit von 17,52 Minuten, um den , Thrombin peak® zu erreichen, auch im Vergleich
zu allen Gruppenmessungen im KP. In der statistischen Analyse fielen im EP gemessene
nennenswerte Unterschiede zwischen der kirzesten ,Time to peak® der ,JAK2V617F +HU*
Gruppe und den ,Kontrollen mit ASS* (Median: 22,84 min; p = 0,013, Mann-Whitney test)
sowie den ,Kontrollen ohne ASS* (Median: 27,33 min; p = 0,014, Mann-Whitney test) auf.
Auch die MNC der ,Kontrollen ohne ASS* im KP (Median: 24,5 min; p = 0,021, Mann-Whitney
test) wiesen eine statistisch auffallig verlangerte , Time to peak” im Gegensatz zu denen der
~JAK2V617F +HU“ Gruppe in EP auf. Etwas mehr Zeit, im Vergleich zu den Messungen im
EP, bendtigten die ,JAK2V617F +HU“ MNC dann aber im KP mit einem Medianwert von
21,67 min. Dies war jedoch immer noch statistisch auffallig kirzer als die Zeiten der ,Kontrollen
ohne ASS"im KP (p = 0,013, Mann-Whitney test). Die MNC der ,JAK2V617F —HU" Gruppe im
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Die Abbildung 23 zeigt die héchste Thrombingenerierung der MNC von allen gemessenen
Versuchszeitpunkten, den sogenannten ,Thrombin peak®, aller Patienten- und

Kontrollprobandengruppen jeweils im EP wie auch im KP.

In Grafik A wird die basale Thrombingenerierung der MNC aller Gruppen in EP wie auch in KP
dargestellt. Die MNC der ,JAK2V617F +HU* Gruppe im KP erreichten den hochsten
Thrombinwert von allen Gruppen, im KP wie auch im EP. Mit einem Median von 64,5 nM zeigte
sich hier ein statistisch auffallig hoherer ,Thrombin peak® verglichen zum einen zu den
,Kontrollen mit ASS* im KP (Median: 12,56 nM; p = 0,0362, Unpaired t-test) sowie im EP
(Median: 16,86 nM; p = 0,0157, Unpaired t-test) als auch zum anderen zu den ,Kontrollen
ohne ASS* im KP (Median: 10,08 nM; p=0,0163, Unpaired t-test) sowie im EP
(Median: 14,62 nM; p = 0,0243, Unpaired t-test). Einen etwas geringeren ,Thrombin peak® als
im KP generierten die MNC der ,JAK2V617F +HU" Gruppe im EP und erreichten damit noch
den hochsten Medianwert von 54,26 nM im Vergleich zu allen anderen Gruppen im EP. Hierzu
ergaben sich wieder statistisch auffallige Unterschiede zu den ,Kontrollen mit ASS“ im EP
(p = 0,0003, Unpaired t-test) sowie im KP (p = 0,0033, Unpaired t-test), wie auch zu den
~Kontrollen ohne ASS* im EP (p = 0,0015, Unpaired t-test) sowie im KP (p = 0,0001, Unpaired
t-test). Letztere Gruppe spiegelte den groten Unterschied in ihrem ,Thrombin peak® im
Vergleich zu dem der ,JAK2V617F +HU" Gruppe in EP wider.

Grafik B zeigt die Messergebnisse des ,, Thrombin peaks* aller dargestellten Gruppen nach
Zugabe von 1 pM TF. Nach Zugabe des Gerinnungstriggers TF haben alle Patienten- und
Kontrollprobandengruppen verhaltnismaRig héhere Thrombinhdchstwerte erreichen kénnen
(vergleichend zu Grafik A). Auch hier hat die statistische Auswertung mehrere Auffalligkeiten
prasentieren kdnnen. Die MNC der ,JAK2V617F +HU® Gruppe im KP erreichten den hdchsten
Thrombinmedianwert aller Gruppen, im KP wie auch im EP. Innerhalb der besagten
~JAK2V617F +HU" Gruppe befand sich auch ein absoluter ,Ausreil3er“-Patient (P3), dessen
MNC nach TF-Zugabe sogar ein ,Thrombin peak® von 213 nM generierten (basal: 194 nM,;
nach Thrombin-Gabe: 150 nM). Mit einem Median von 85,02 nM zeigte sich bei der
~JAK2V617F +HU® Gruppe im KP ein statistisch auffallig hoherer ,Thrombin peak® verglichen
zum einen zu den ,Kontrollen mit ASS* im EP (Median: 44,95 nM; p = 0,0081, Unpaired t-test)
sowie im KP (Median: 39,41 nM; p = 0,0218, Unpaired t-test) als auch zum anderen zu den
.Kontrollen ohne ASS* in EP (Median: 51,83 nM; p = 0,011, Unpaired t-test) sowie im KP
(Median: 53,22 nM; p =0,011, Unpaired t-test). Im Vergleich zu den Messungen im KP
generierten die MNC der ,JAK2V617F +HU" Gruppe im EP zwar einen etwas geringeren
»1hrombin peak®, der aber trotzdem noch den hoéchsten Medianwert von 81,77 nM im
Vergleich zu allen anderen Gruppen im EP darstellte. Hierzu ergaben sich wieder statistisch

auffallige Unterschiede zu den ,Kontrollen mit ASS* im EP (p = 0,0004, Unpaired t-test) sowie
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im KP (p = 0,0203, Unpaired t-test), wie auch zu den ,Kontrollen ohne ASS*im EP (p = 0,0005,
Unpaired t-test) sowie im KP (p = 0,0018, Unpaired t-test).

Die ,JAK2V617F —HU*® Gruppe generierte im EP wie auch im KP zwar jeweils einen tendenziell
geringeren ,Thrombin peak® als die ,JAK2V617F +HU" Gruppe, trotzdem kristallisierte sich
noch ein statistisch auffalliger Unterschied zwischen dem erhdhten ,Thrombin peak® der
~JAK2V617F —HU“ Gruppe im KP (Median: 56,58 nM) im Vergleich zu den ,Kontrollen mit
ASS*im EP (Median: 44,95 nM; p = 0,0479, Unpaired t-test) heraus.

Grafik C zeigt die Ergebnisse des ,, Thrombin peaks® nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Im
EP erreichten die MNC des ,CALR +HU" Patienten (P11) mit einem Wert von 68,82 nM den
héchsten ,Thrombin peak® von allen dargestellten Gruppe. Den zweithéchsten Wert im EP
erreichten die MNC der ,,JAK2V617F +HU" Gruppe. Mit einem Median von 55,8 nM zeigte sich
hier ein statistisch auffallig héherer ,Thrombin peak® verglichen zum einen zu den ,Kontrollen
mit ASS* im EP (Median: 23,62 nM; p = 0,0005, Unpaired t-test) als auch zum anderen zu den
.Kontrollen ohne ASS* im EP (Median: 23,54 nM; p = 0,0002, Unpaired t-test). Den grofiten
statistisch relevanten Unterschied fand sich im Vergleich der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe im
EP mit den ,Kontrollen ohne ASS* im KP (Median: 19,22 nM) mit einem p-Wert von < 0,0001
(Unpaired t-test).

Einen nur geringfligig geringeren ,Thrombin peak®, im Vergleich zu den Messungen im EP,
generierten die MNC der ,JAK2V617F +HU“ im KP und reproduzierten den hochsten
Medianwert von 54 nM im Vergleich zu allen anderen Gruppen im KP. Hierzu ergaben sich
wieder statistisch auffallige Unterschiede zu den ,Kontrollen mit ASS* im EP (p = 0,0098,
Unpaired t-test) wie auch zu den ,Kontrollen ohne ASS* im EP (p = 0,0078, Unpaired t-test)
sowie im KP (p = 0,0048, Unpaired t-test).

AulBerdem generierte die ,JAK2V617F —HU® Gruppe im KP einen héheren Wert im Median
von 34,2 nM als im EP (Median: 32,43 nM). Statistisch gab es einen auffalligen Unterschied
zwischen diesem erhdhten ,Thrombin peak® der ,JAK2V617F —HU®“ Gruppe im KP
(p = 0,0443, Unpaired t-test) als auch im EP (p = 0,0293, Unpaired t-test) im Vergleich zu dem

kleineren , Thrombin peak“ der ,Kontrollen ohne ASS* im KP.

Insgesamt fallt auf, dass bei der basalen Thrombingenerierung (Grafik A) wie auch nach
Zugabe von TF (Grafik B) oder Thrombin (Grafik C) durchweg alle Patientengruppen im EP
wie auch im KP, im Vergleich jeweils zu den ,Kontrollen mit und ohne ASS* tendenziell héhere

Thrombin-Hochstwerte erreichen konnten.

In der Analyse fielen jedoch weder unter basalen Messbedingungen, noch nach Zugabe von
TF oder Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den jeweiligen , Thrombin peak*
Werten im EP und KP der ,JAK2V617F —HU" sowie der ,JAK2V617F +HU" Gruppe auf.
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reproduzierten als die Kontrollprobandengruppen. Wohingegen beide
Kontrollprobandengruppen jeweils im EP hdhere Werte erreichen konnten als im KP.
AulBerdem haben im EP wie auch im KP immer die ,Kontrollen mit ASS* ein hdheres ETP
erreicht als die ,Kontrollen ohne ASS* im jeweiligen Plasma. Diese Unterschiede zeigten sich

aber nicht auf einem statistisch relevanten Niveau.

Grafik B zeigt das erreichte ETP aller dargestellten Gruppen nach Zugabe von 1 pM TF. Das
héchste ETP erreichten die MNC der ,CALR-positiven Patienten —-HU* im KP mit einem
Medianwert von 1643 nMxmin, dicht gefolgt von den Medianwerten der MNC der
~JAK2V617F-positiven Patienten +HU“ im KP (Median: 1623 nMxmin). Der direkte Vergleich
letztgenannter Gruppe mit den kleineren ETP-Werten der MNC der ,Kontrollen mit ASS*
(Median: 1174 nMxmin; p =0,0036, Unpaired t-test) sowie den ,Kontrollen ohne ASS*
(Median: 1297 nMxmin; p = 0,0331, Unpaired t-test) jeweils im EP wies statistisch relevante
Unterschiede auf. Bei der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe wurde im EP ein tendenziell kleineres
ETP gemessen als im KP. Trotzdem ergab sich hier noch ein statistisch auffallig héheres ETP
verglichen mit den Ergebnissen der MNC der ,Kontrollen mit ASS* im EP (p = 0,0373,
Unpaired t-test).

Grafik C veranschaulicht das ETP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Nach Zugabe dieses
Gerinnungstriggers generierte, im Vergleich zu allen anderen Gruppen, die ,JAK2V617F +HU"
Gruppe im KP das hdchste ETP mit einem Medianwert von 1175 nMxmin. Die statistische
Analyse zeigte ein auffallig erhdhtes ETP dieser Gruppe im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne
ASS* im KP (Median: 498,7 nMxmin; p = 0,0003, Unpaired t-test) sowie im EP (Median: 657
nMxmin; p = 0,0026, Unpaired t-test) und im Vergleich zu den ,Kontrollen mit ASS* im EP
(Median: 677,8 nMxmin; p = 0,0073, Unpaired t-test).

Im EP zeigte die ,JAK2V617F +HU" Gruppe (Median: 1079 nMxmin) ein tendenziell geringeres
ETP im Vergleich zu ihren Ergebnissen im KP. Die MNC des ,,CALR-positiven Patienten +HU®
Uberholten im EP auch die ,JAK2V617F +HU“ Gruppe mit seinem ETP-Medianwert von
1169 nMxmin. In der statistischen Auswertung erreichte die ,JAK2V617F +HU“ Gruppe im EP
aber immer noch ein statistisch auffallig erhdhtes ETP verglichen mit den ,Kontrollen mit ASS*
(p = 0,0251, Unpaired t-test) sowie den ,Kontrollen ohne ASS* (p = 0,0095, Unpaired t-test)
jeweils im EP und verglichen mit den ,Kontrollen ohne ASS* im KP (p = 0,0008, Unpaired
t-test).

Auch nach Zugabe von Thrombin (Abbildung 24, Grafik C) erreichten die Patientengruppen
héhere ETP-Medianwerte als die Kontrollprobandengruppen. Eine Ausnahme stellten die
MNC des ,CALR +HU* Patienten dar, welche im KP ein nur geringfiigig kleineres ETP
(486,5 nMxmin) generierten als die MNC der ,Kontrollen mit/ohne ASS* im EP wie KP. Die
Kontrollen untereinander wiesen unabhangig von der ASS-Einnahme jeweils im EP und auch

im KP ein tendenziell vergleichbares ETP auf.

110



ERGEBNISSE

Auferdem erreichten fast alle dargestellten Gruppen nach Zugabe von TF (Grafik B) teils
deutlich héhere ETP-Medianwerte als nach Zugabe von Thrombin (Grafik C) (Ausnahme
bildeten die MNC des ,CALR-positiven Patienten +HU" im EP).

In der Analyse fielen weder unter basalen Messbedingungen, noch nach Zugabe von TF oder
Thrombin statistisch relevante Unterschiede zwischen den jeweiligen ETP-Werten im EP und
KP der ,JAK2V617F —HU" sowie der ,JAK2V617F +HU* Gruppe auf.
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4.2.2 Intraindividuelle Vergleiche der Thrombozytenfunktion im

1. Follow-up zum Ersteinschluss

In diesem zweiten Teil der Ergebnisauswertung wurden die Ergebnisse der ET-Patienten zum
Zeitpunkt des 1. Follow-ups (1. FU) und des Ersteinschlusses (EE) miteinander verglichen.
Die Untersuchungen und Ergebnisse des EE wurden in einer gesonderten Dissertationsarbeit
von Frau Dr. med. Alexandra Berkes (geb. Walter) (ehemalige Doktorandin der AG von Frau
Prof. Dr. rer. nat. Kerstin Jurk, CTH, Universitatsmedizin Mainz) behandelt und die Rohdaten
fur den intraindividuellen Vergleich der Patienten in dieser Dissertation wurden
freundlicherweise von ihr zur Verfugung gestellt. Aus den Rohdaten wurden mithilfe der
Software Graphpad Prism vergleichende Verlaufs-Punktdiagramme erstellt, in denen jeweils
pro Patient die Werte vom EE mit denen vom 1. FU als Punkt (EE) bzw. Quadrat (1. FU)
angegeben und mit einer Linie verbunden wurden. Jedem Patienten wurde eine bestimmte
Farbe zugeordnet; die Farblegende befindet sich jeweils in der Grafikbeschreibung. Sie
orientiert sich an der Farblegende der Dissertation von Frau Dr. med. ||
(ehemalige Doktorandin der AG von Frau Dr. Kerstin Jurk, CTH, Universitdtsmedizin Mainz).
Dadurch wird eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Patienten und den
unterschiedlichen Experimenten fur etwaige folgende Auswertungsarbeiten erzielt. Um eine
Referenz fur die Werte zu erhalten, wurden jeweils die Mittelwerte der Ergebnisse der
.Kontrollen mit ASS* und der ,Kontrollen ohne ASS* in die Grafiken als gestrichelte Linie mit

aufgenommen.

In dieser intraindividuellen Vergleichsauswertung werden zuerst die neun Patienten (P1-P8,
P11) behandelt, die weder eine therapeutische noch eine krankheitsprozessartige
Veranderung zwischen dem EE und dem 1. FU hatten. Danach wird sich auf die restlichen vier
(P9, P10, P12, P13) der 13 ET-Patienten konzentriert, die einen Wechsel der zytoreduktiven
Therapie bzw. zwei davon sogar einen Krankheitsprozess zur Post-ET-Myelofibrose (P9, P13)
hatten. Dabei wechselten P9 und P10 ihre Therapie von Hydroxyurea auf Anagrelid, P12
wechselte auf pegyliertes Interferon-a und bei P13 wurde hingegen die zytoreduktive Therapie

komplett abgesetzt.

Far die intraindividuellen Vergleiche wurden keine statistischen Tests durchgefuhrt.

4.2.2.1 Intraindividueller Vergleich der Thrombozytenfunktion von ET-Patienten
OHNE klinische und therapeutische Veranderungen vom EE zum 1. FU

In diesem Kapitel wird sich auf die jeweiligen Ergebnisse von den neun (P1-P8, P11) der

insgesamt 13 ET-Patienten konzentriert, die keinen therapeutischen Wechsel oder klinische

Veranderung zwischen der Untersuchung im EE und dem 1.FU hatten. Flr diese
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Auswertungen wurden die Patienten ebenfalls in Gruppen eingeteilt, die sich nach der

jeweiligen Mutation sowie Therapie orientierten.

Vermerk: Aus strukturellen Grinden wurde der Patient P8 der ,JAK2V617F —HU“ Gruppe
zugeordnet, obwohl erim 1. FU kurzzeitig einen Therapiewechsel auf Hydroxyurea hatte, denn
diese Umstellung auf HU ereignete sich ausschlieBlich zum Zeitpunkt eines

Wiederholungsversuches zur Messung der MNC.

4.2.2.1.1 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER AGONISTEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN AGGREGATION

4.2.2.1.1.1 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN AGGREGATION

Coll (10 pg/ml)
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Abbildung 25: Vergleich der Kollagen-induzierten thrombozytaren Aggregation im EE
und 1. FU

Vergleichende Darstellung der thrombozytaren Aggregation, nach Zugabe von 10 pg/ml Kollagen, der
ET-Patienten ohne klinische und therapeutische Veranderungen mit JAK2V617F +HU, JAK2V617F -HU
und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups. Als Referenz
wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, Coll = Kollagen, JAK2V617F = eine Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea, —HU = ohne Hydroxyurea, ASS =

Acetylsalicylsadure). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P1:@,P20,P3 @ P4@, P50, P60, P7 @ P3@®, P11:@
ET-Patienten im 1. FU:

Pr@E P20, P3 M PAM, P50 Po O, P7 @ Pl P11H

In Abbildung 25 werden die Aggregationsantworten der ET-Patienten auf die Stimulation ihrer
Thrombozyten mit 10 pg/ml Kollagen zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des
1. Follow-ups gegenilbergestellt. Im direkten Vergleich fallt bei den Patienten eine

mehrheitliche Senkung der prozentualen Aggregation im 1. FU auf. Wahrend im EE nur die
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Patienten P4 und P8 mit ihrer Aggregationsleistung noch leicht oberhalb der beiden
Referenzkontrollen lagen, zeigte sich im 1. FU bei P4 eine Normalisierung in den
Referenzbereich zwischen den Kontrollen mit und ohne ASS. P8 hingegen wies eine nahezu
halbierte Aggregationsleistung auf und unterschritt damit beide Kontrollwerte deutlich. P2
zeigte tendenziell ahnliche Ergebnisse im 1. FU im Vergleich zum EE. Ausnahmen waren die
Patienten P7 und P11, die mit einer Steigerung der maximalen Aggregation reagierten, wobei
P7 (JAK2V617F —HU) fast eine Vervierfachung der Aggregation im 1. FU zeigte, sogar bis in
den Referenzbereich, und damit eine Aggregation zeigte, wie man sie nur von gesunden
Probanden erwartet hatte.

4.2.2.1.1.2 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER TRAP-6-INDUZIERTEN THROMBOZYTAREN
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Abbildung 26: Vergleich der TRAP-6-induzierten thrombozytaren Aggregation im EE
und 1. FU

Vergleichende Darstellung der thrombozytaren Aggregation, nach Zugabe von 50 uM TRAP-6, der
ET-Patienten ohne klinische und therapeutische Veranderungen mit JAK2V617F +HU, JAK2V617F -HU
und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups. Als Referenz
wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, TRAP-6 = Thrombin-Rezeptor-Aktivator-Peptid-6, JAK2V617F =
eine Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea, —HU = ohne

Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P1:@.P20,.P3: @ P4@. P50, P60, P7. @ P @, P11:@
ET-Patienten im 1.FU:

P1@, P20, P3: M P4, P50 Ps Ll P7 @ PS-H. P11-H

Erfolgte eine Aktivierung der Thrombozyten mit einer hohen TRAP-6 Konzentration von 50 pM,
resultierten die Aggregationsantworten im 1. FU eher in einem heterogeneren Bild. Vier
Patienten (P1, P5, P8, P11) fielen mit der Aggregation im 1. FU, wohingegen flinf Patienten
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(P4, P2, P3, P6, P7) ihre Aggregationsleistung steigern konnten und dabei P4, P6 und P7

sogar die Kontrollreferenzen tberstiegen.

4.2.2.1.2 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER AGONISTEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN ATP-FREISETZUNG

4.2.2.1.2.1 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN
ATP-FREISETZUNG
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Abbildung 27: Vergleich der Kollagen-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU
Vergleichende Darstellung der thrombozytaren ATP-Freisetzung, nach Zugabe von 10 pg/ml Kollagen,
der ET-Patienten ohne klinische und therapeutische Veranderungen mit JAK2V617F +HU,
JAK2V617F —HU und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ATP = Adenosintriphosphat, Coll = Kollagen, JAK2V617F = eine
Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea,-HU = ohne
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, TZ = Thrombozyten). Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P1:@,P20,P3 @ FP4@, P50, P60, PT @ P @, P11:@

ET-Patienten im 1.FU:

P1'@, P20, P3: M P4 W, P50 P6 [, P7 @ PaM. P11l

Die ATP-Freisetzung nach in vitro Gabe von 10ug/ml Kollagen zeigte erneut ein
uneinheitliches Bild unter den Patienten. Insgesamt setzten die Thrombozyten der Patienten
unabhangig vom Untersuchungszeitpunkt mehrheitlich geringere ATP-Mengen frei als die
Kontrollreferenzen. Nur P4 blieb mit seinen Ergebnissen im EE und 1. FU innerhalb des
Kontrollbereichs, genau zwischen dem Mittelwert der ,Kontrollen mit ASS“ und der ,Kontrollen
ohne ASS“. Zeigten die Thrombozyten des Patienten P8 im EE noch eine
Kontrollprobanden-ahnliche ATP-Freisetzung, so fiel sie im 1. FU unterhalb des
Referenzbereichs. Ein Sonderfall bildeten die Thrombozyten des P1, die weder im EE noch im

1. FU messbare ATP-Mengen ausschiitteten. Auch P11 generierte im EE kein ATP, jedoch
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gelang es diesem ,CALR-positiven Patienten mit HU-Therapie“ im 1. FU durchaus, eine
gewisse Menge an ATP freizusetzen. Kontrar dazu reagierte P5 im 1. FU mit einer genau
entgegengesetzten Tendenz, sodass dieser im 1. FU Uberhaupt kein ATP mehr freisetzte.
Indessen erreichten die Thrombozyten des Patienten P7 im 1. FU die groRte Steigung der
ATP-Freisetzung im Vergleich zu allen anderen Patienten und positionierten sich mit seinen
Ergebnissen genau zwischen die der Kontrollprobandengruppen.

4.2.2.1.2.2INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER TRAP-6-INDUZIERTEN ATP-FREISETZUNG
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Abbildung 28: Vergleich der TRAP-6-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU
Vergleichende Darstellung der thrombozytaren ATP-Freisetzung, nach Zugabe von 50 uM TRAP-6, der
ET-Patienten ohne klinische und therapeutische Veranderungen mit JAK2V617F +HU, JAK2V617F -HU
und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups. Als Referenz
wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ATP = Adenosintriphosphat, TRAP-6 = Thrombin-Rezeptor-
Aktivator-Peptid-6, JAK2V617F = eine Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU =
mit Hydroxyurea, —-HU = ohne Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, TZ = Thrombozyten).
Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P1.@,P20,P3 @ P4@, P50, P60, P @ P @, P11:@

ET-Patienten im 1.FU:

P1-@, P20, P3:-l P4, P50 P L], P7 @ P P11l

Auch nach TRAP-6 Gabe blieb die ATP-Freisetzung der Patienten im EE sowie im 1. FU
mehrheitlich unterhalb der Kontrollen. Ausnahmen bildeten P4 und P86, die beide im 1. FU die
,Kontrollen mit ASS“ Uberschritten und im Kontrollbereich landeten. Trotz abermaligem
Unterschreiten der Kontrollreferenzen fand bei P2, P8 und P11 eine dezente Steigerung der
ATP-Freisetzung im 1. FU statt. In der Minderheit befanden sich die Patienten P3, P5 und P7,
die alle mit einer dezenten Senkung der ATP-Freisetzung im 1. FU reagierten. Ein Einzelfall

bildete P1, bei dem sich nach Aktivierung mit TRAP-6 wie auch nach Zugabe von Kollagen
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(siehe Abbildung 27) erneut Uberhaupt keine Veranderung auftat, denn auch im 1. FU setzte

er keine messbaren ATP-Mengen frei.

4.2.2.1.3 INTRAINDIVIDUELLE = VERGLEICHE
THROMBINGENERIERUNG IN PRP

DER THROMBOZYTAREN

4.2.21.3.1 LAGTIME®IN PRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN, CONVULXIN
UND THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 29: Vergleich der ,,Lag time“ vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und nach
Zugabe von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E)
Vergleichende Darstellung der ,Lag time“ (in Minuten) der thrombozytaren Thrombingenerierung in PRP
von ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen vom Zeitpunkt des EE zum 1.
FU. Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als
gestrichelte Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, PRP = Plattchen-reiches Plasma, TF = tissue factor, Thr =
Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU
= unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =
Anzahl, pM = Pikomolar). Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P1.@,P20,P3. @ P4@, P50, P60, P @ P @, P11.@

ET-Patienten im 1.FU:

P1-@, P20, P3:- @ P4 M, P50 P60, P7-@ P M, P11-H

Bei Betrachtung der basalen Thrombingenerierung (Abbildung 29, Grafik A) erreichten die
Thrombozyten der Patientengruppen im 1. FU eine ,Lag time“, die gréRtenteils tendenziell
verlangert gegenuber denen beider Kontrollprobandengruppen war. Die gréfte Differenz
zeigte sich bei P5, dessen Thrombozyten im EE Uberhaupt nicht reagierten (,Lag time“: 0 min,
,Thrombin peak”: 0 nM, ETP: 0 nMxmin) und im 1. FU zumindest geringe Reaktionen zeigten
anhand einer sehr verlangerten ,Lag time® von 50,22 Minuten (,Thrombin peak®: 15,82 nM,
ETP: 182,15 nMxmin).

Bei Zugabe des physiologischen Gerinnungsfaktors TF (Abbildung 29, Grafik B) waren die
Ergebnisse vom EE zum 1. FU recht identisch, wobei das PRP der Patienten P5 und P6 fast
identische Werte im EE wie auch im 1. FU zeigte (daher liegen sie in der Grafik genau

Ubereinander).

In &hnlicher Weise reagierten die Patienten nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin (Abbildung
29, Grafik C), denn auch hier taten sich nur geringfligige Verdnderungen vom EE zum 1. FU
auf. Sechs (P1, P3—-P6, P11) von neun Patienten zeigten eine dezent sinkende Tendenz der

,Lag time® zum 1. FU, die restlichen drei Patienten (P2, P7, P8) zeigten eine im gleichen Malie
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dezent steigende ,Lag time“im 1. FU. Hierbei konnten die Plasmen der JAK2V617F-mutierten
Patientengruppen therapieunabhangig im EE und 1.FU gréRtenteils kontrolldhnliche
Ergebnisse erzielen, teilweise zeigten sie aber auch dezent verlangerte Zeiten. Das PRP des
CALR-mutierten Patienten mit HU- und ASS-Therapie (P11) zeigte jedoch im EE deutlich die

langste ,Lag time“, was sich auch im 1. FU kaum verénderte.

Vergleichbares konnte nach Zugabe von Convulxin (Abbildung 29, Grafik D) und der
Kombination aus Thrombin + Convulxin (Abbildung 29, Grafik E) beobachtet werden.
Ausnahmen zeigten die Plasmen von P5 und P6, die beide im 1. FU nach Zugabe von
Convulxin eine auffallig kurzere ,Lag time" reproduzierten als im EE. Das PRP des Patienten
P6 zeigte auch nach simultaner Zugabe von Convulxin + Thrombin im 1. FU eine sehr viel
kurzere ,Lag time® verglichen mit dem EE.

4.2.2.1.3.2 THROMBIN PEAK“ IN PRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN,
CONVULXIN UND THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 30: Vergleich des ,,Thrombin peak“ vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und
nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E).

Vergleichende Darstellung des ,Thrombin peak® (in nM) der thrombozytdaren Thrombingenerierung in
PRP von ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen vom Zeitpunkt des EE zum
1. FU. Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als
gestrichelte Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, PRP = Plattchen-reiches Plasma, TF = tissue factor, Thr =
Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU
= unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =
Anzahl, pM = Pikomolar, nM = Nanomolar). Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P1.@,.P20,P3. @ P4@, P50, P60, P @ P @, P11:@

ET-Patienten im 1.FU:

P1:@, P2, P3: M P4W, P50 Pe[d, P7 @ P, P11-H

Der Vergleich der basalen Thrombingenerierung (Abbildung 30, Grafik A) gibt ein heterogenes
Bild an relativ geringen Steigungen (P3, P4, P5, P7) und Senkungen (P1, P2, P8) des
,Thrombin peaks® zum Zeitpunkt des 1. FU gegeniiber dem EE ab. Wobei das PRP des

Patienten P4 im EE noch einen der niedrigsten ,Thrombin peaks® generierte und im 1. FU
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dann sogar dezent oberhalb der Kontrollreferenzwerte lag. Insgesamt liegt die
~JAK2V617F +HU® Gruppe mit ihnren Werten mehrheitlich auf Hohe bzw. tendenziell héher als
die der ,Kontrollen mit* und ,ohne ASS*“ und die ,JAK2V617F —HU“ Gruppe eher auf Hohe
bzw. deutlich unterhalb der Werte der beiden Kontrollen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse nach Zugabe von TF in Abbildung 30, Grafik B, kristallisiert
sich bei den Thrombozyten der JAK2V617F-mutierten Gruppen therapieunabhangig eine
Erhéhung des ,Thrombin peaks® im 1. FU heraus, der entweder dann den Kontrollbereich
erreichte oder weit héher als der Mittelwert der Kontroll-Thrombozyten lag. Das PRP des
CALR-Patienten (P11) zeigte recht vergleichbare , Thrombin peaks” im EE und 1. FU. Es fallt
auf, dass im Vergleich zur basalen Thrombingenerierung (Abbildung 30, Grafik A) nach
Stimulation mit TF (Abbildung 30, Grafik B) ausnahmslos alle Patientengruppen sowie
Kontrollprobandengruppen einen héheren ,Thrombin peak® zeigten, im EE genauso wie im
1. FU.

Im Vergleich zur TF-Gabe fiihrte die Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin (Abbildung 30, Grafik C)
zu insgesamt niedrigeren ,Thrombin peak“-Werten, wobei die Ergebnisse der Patienten hier
im EE sowie im 1. FU dabei im oder nahe dem Kontrollbereich lagen. Einen Sonderfall zeigte
P11 (CALR), dessen ,Thrombin peak® im 1. FU weit unterhalb der Referenz-Kontrollwerte lag
und er damit den niedrigsten Wert generierte im Vergleich zu den JAK2V617F-positiven

Patienten.

Nach Stimulation der Thrombozyten mit Convulxin (Abbildung 30, Grafik D) sowie mit der
Kombination aus Convulxin + Thrombin (Abbildung 30, Grafik E) ergab sich ein analoges Bild,
in dem im 1. FU alle Patientengruppen einen groferen , Thrombin peak® im Vergleich zum EE
zeigten, dementsprechend eine Zunahme der Thrombozytenreaktivitat stattfand. Dabei
erreichten im 1. FU die meisten Patientenplasmen nach Zugabe von Convulxin (Abbildung 30,
Grafik D) den Kontrollreferenzbereich, wobei als einziges das PRP des Patienten P4 schon im
EE Werte oberhalb der Kontrollen zeigte und auch im 1. FU einen noch hdheren ,, Thrombin
peak® generierte. Nach simultaner Stimulation mit Convulxin und Thrombin erreichten nur die
Thrombozyten der Patienten P2, P7 und P11 mit ihrem generierten ,Thrombin peak® direkt den
Kontrollbereich, wohingegen der ,Thrombin peak® der Patientenplasmen von P3 und P4 im EE

schon im Kontrollbereich lag und diesen im 1. FU sogar Uberstieg.

Aulerdem ist zu erkennen, dass in Grafik E (Abbildung 30) trotz Zugabe der Kombination aus
Convulxin + Thrombin die ,Thrombin peak“-Werte im Schnitt tendenziell niedriger waren als

nach alleiniger Gabe von Convulxin (Abbildung 30, Grafik D).
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4.2.2.1.3.3 ETP“IN PRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN, CONVULXIN UND
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THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 31: Vergleich des ETP vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und nach Zugabe

von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E).

Vergleichende Darstellung des ,endogenen Thrombinpotentials® (in nM x min) der thrombozytaren
Thrombingenerierung in PRP von ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen
vom Zeitpunkt des EE zum 1. FU. Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen
mit und ohne ASS als gestrichelte Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ETP = endogenes Thrombinpotential, PRP = Plattchen-reiches
Plasma, TF = tissue factor, Thr = Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar, pM = Pikomolar). Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P1.@,P20,P3 @ FP4@, P50, P60, PT @ P @, P11:@

ET-Patienten im 1.FU:

P1:@, P2, P3: M P4, P50 P, P7 @ Ps-M, P11-H

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Patientengruppen lagen die ETP-Werte der
~JAK2V617F —HU® Thrombozyten sowohl bei der basalen Thrombingenerierung (Abbildung
31, Grafik A) als auch nach Zugabe verschiedener Thrombozyten-Agonisten (Abbildung 31,
Grafik B—-E) zum Zeitpunkt des EE und des 1. FU insgesamt etwa auf dem Niveau oder

tendenziell leicht unterhalb der Werte der ,JAK2V617F +HU" Gruppe.

Beim Vergleich der Ergebnisse wéhrend der basalen Thrombingenerierung (Abbildung 31,
Grafik A) zwischen EE und 1. FU fallen keine einheitlichen Tendenzen auf. Alle
~JAK2V617F -HU“ Patienten haben im 1. FU immer noch ein sehr viel geringeres ETP
generiert als die Kontrollprobanden, und von den ,JAK2V617F +HU" Patienten Uberstiegen
die Werte von P3 und P4 im 1. FU als einzige den Kontrollreferenzbereich, wohingegen die
P1 und P2 im 1. FU ein niedrigeres ETP generierten und damit wieder unterhalb des
Kontrollreferenzbereichs lagen, obwohl sie im EE nahe bzw. im Referenzbereich lagen.

Erfolgte eine Stimulation der Thrombozyten mit TF (Abbildung 31, Grafik B), Convulxin
(Abbildung 31, Grafik D) oder der Kombination aus Thrombin + Convulxin (Abbildung 31,
Grafik E), zeigten sich die generierten Thrombinmengen Uber den gesamten Versuchsverlauf
(2 ETP) im 1. FU als mehrheitlich héher im Gegensatz zum EE und das unabhéngig vom

Agonisten und der Patientengruppe. Dabei bewegten sich die Werte der Patientengruppen in
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allen Grafiken immer recht nahe um den Bereich der Kontrollen mit und ohne ASS-Therapie.
Die Ausnahme bildete die Aktivierung allein mit Thrombin (Abbildung 31, Grafik C), wodurch
sich im 1. FU bei den Patienten-ETPs eine eher ahnliche bis sinkende Tendenz im Vergleich
zum EE zeigt. Die Thrombozyten des ,CALR +HU* Patienten (P11) haben nur hier, nach
Thrombingabe, ein vergleichsweise niedrigeres ETP generiert als nach der Stimulation mit

anderen Agonisten.

Allein die Werte der Patienten P3 und P5 zeigten unabhangig vom Agonisten eine durchweg
sinkende Tendenz der ETP-Werte im 1.FU; ausschlieBlich wahrend der basalen
Thrombingenerierung konnten ihre Thrombozyten im 1. FU ein hoheres ETP generieren als
im EE.

Die Thrombozyten des Patienten P4 erreichten wiederum in allen Versuchen im 1. FU eines
der hochsten (Abbildung 31, Grafik C) bzw. das héchste ETP (Abbildung 31, Grafik A, B, D,

E) im Vergleich zu allen anderen angegebenen Werten.
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4.2.2.1.4 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER THROMBINGENERIERUNG
MONONUKLEARER ZELLEN (RESUSPENDIERT IN EIGENPLASMA)

In diesem Kapitel wurden ausschliellich die Messungen der monozytédren TG im autologen
Plasma von ET-Patienten ohne klinische oder therapeutische Verdnderungen vom EE und
1. FU miteinander verglichen. Die Messungen im Kontrollplasma wurden nicht verglichen, da
keine Gewabhrleistung flur die Verwendung desselben Kontrollplasmas im EE sowie im 1. FU
bestand. Es wurden auch nur die Mittelwerte der Kontrollprobandengruppen aus den
Messungen im autologen Plasma verwendet.

Vermerk: Aus strukturellen Grinden wurde P8 auch in diesem Kapitel der ,JAK2V617F —HU"
Gruppe zugeordnet, obwohl er im 1. FU kurzzeitig einen Therapiewechsel auf Hydroxyurea
hatte. So wurde er ausschlieRlich zum Zeitpunkt eines Wiederholungsversuches zur Messung
der MNC mit Hydroxyurea behandelt.

422141 LAGTIME® DER MNC IN EIGENPLASMA BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF UND
THROMBIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 32: Vergleich der ,Lag time“ mononukledrer Zellen resuspendiert in
Eigenplasma vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B)
und 0,1 U/ml Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, MNC = ,mononukledre Zellen®, TF = tissue factor
(Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation,
+HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =

Anzahl, min = Minuten, pM = Pikomolar). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P1:@,P20,P3. @ P4@, P50, P60, P7.@ P8 @, P11:@
ET-Patienten im 1.FU:

P1:@, P2, P3: @ P4 M, P5: [ P6'[, P7 Pa- M, P11-H

Bei Betrachtung der basalen Thrombingenerierung in Abbildung 32, Grafik A, spiegelte sich
die grofite Varianz der Ergebnisse innerhalb der Patientengruppen im Vergleich zu den
Ergebnissen nach TF- (Abbildung 32, Grafik B) oder Thrombin-Zugabe (Abbildung 32, Grafik
C) wider. Streuten die Verzégerungszeiten der MNC der ,JAK2V617F +HU" Gruppe im EE
noch recht breit unterhalb und leicht oberhalb der Kontrollen, so liefen sie alle auf
kontrollahnliche und sogar kirzere ,Lag time“-Werte im 1. FU hinaus. Innerhalb der
~JAK2V617F —HU Gruppe verhielten sich die MNC von P5 und P6 im 1. FU weiterhin mit einer
pathologisch verléangerten ,Lag time® im Vergleich zu beiden ,Kontrollen mit/ohne ASS*, wobei
sich die Werte von P6 im 1. FU durchaus dem Kontrollreferenzbereich sehr néherten. Im
Gegensatz dazu generierten die MNC des P7 und P8 weiterhin verhaltnismaRig zu kurze
Verzdégerungszeiten, sie starteten also im Vergleich zu den Kontrollen zu frih mit der
Thrombingenerierung. Der einzige ,CALR +HU" Patient (P11) verhielt sich mit seinen MNC
sowohl bei der basalen Thrombinmessung als auch nach Zugabe der Triggersubstanzen TF
(Abbildung 32, Grafik B) und Thrombin (Abbildung 32, Grafik C) mit einer dezent langsameren
,Lag time“im 1. FU verglichen zum EE, sodass die Werte den Kontrollbereich im 1. FU in allen
Versuchsreihen (Abbildung 32, Grafik A—C) verlieRen und leicht Uberschritten.
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Nach Zugabe von TF (Abbildung 32, Grafik B) sowie Thrombin (Abbildung 32, Grafik C)
ergaben sich vergleichbare Ergebnisse. Die MNC der Mehrheit der Patienten zeigten im EE
sowie im 1. FU teils dhnliche und meistens sogar kirzere ,Lag time“-Werte als beide
Kontrollgruppen. Eine Ausnahme bildeten die MNCs der Patienten P11 und P6: P11
zeigte - wie bereits erwahnt - im 1. FU durchgehend verlangerte ,Lag time‘-Werte, unabhéngig
von der verwendeten Triggersubstanz. P6 hingegen wies als einziger Patient im EE nach
Thrombin-Gabe (Abbildung 32, Grafik C) eine stark verlangerte ,Lag time® auf, lag im 1. FU

jedoch wieder im Kontrollbereich.

4.2.2.1.4.2 THROMBIN PEAK* DER MNC IN EIGENPLASMA BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON
TF UND THROMBIN IM EE UND 1. FU
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(6
MNC - Thr (0,1 U/ml)
150 O Ersteinschluss
- o 1.FU
=
s
% 100
Q
o
£ f o
2
S 504
£ I
I - —— KSnrelien it ASs
0 1 L} L]
= N N
& & 0\0
2 B3
& A &
QQ)\ QQ)’\ Ov\/
¢ W
Ne s

Abbildung 33: Vergleich des ,,Thrombin peaks“ mononuklearer Zellen resuspendiert in
Eigenplasma vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B)
und 0,1 U/ml Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, MNC = ,mononukledre Zellen®, TF = tissue factor
(Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation,
+HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =

Anzahl, pM = Pikomolar, nM = Nanomolar). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P1:@.FP20,.P3: @ P4@, P50, P6:0, P7. @ P3 @, P11:@
ET-Patienten im 1.FU:

P1:@, P2:, P3: l PAM, P50 Ps [, P7-[@ Ps-H. P11-H

Bei intraindividueller Gegenuiberstellung (EE und 1. FU) der Thrombingenerierung von
Patienten-MNC - basal gemessen (Abbildung 33, Grafik A) sowie nach Zugabe von TF
(Abbildung 33, Grafik B) und Thrombin (Abbildung 33, Grafik C) — stellte sich heraus, dass die
generierten Thrombinhéchstwerte aller Patienten im Vergleich zu den ,Kontrollen mit/ohne
ASS* pathologisch erhéht waren. Den Sonderfall zeichneten die MNC des ,JAK2V617F —HU
Patienten” P8 ab, welche im EE mit ihren ,Thrombin peaks” nahe der Kontrolimittelwerte und
dann im 1. FU bei allen Messungen (Abbildung 33, Grafik A-C) weit oberhalb der
Kontrollgruppen lagen.

Innerhalb der ,JAK2V617F +HU"“ Gruppe zeigte sich im 1. FU bei allen Messungen (Abbildung
33, Grafik A-C) ein inhomogenes Muster aus Senkungen und Steigungen des ,Thrombin
peaks”, wobei bei P1 und P2 der ,Thrombin peak® im 1. FU im Vergleich zum EE kleiner wurde
in Richtung der Kontrolimittelwerte, bei P4 sich als dhnlich oder auch tendenziell kleiner zeigte
und einzig bei P3 eine Erhéhung des ,Thrombin peaks” ins Pathologische zu verzeichnen war.

Hingegen hoben sich die ,JAK2V617F —HU* Patienten mit ahnlichen bzw. grétenteils stark
gestiegenen Thrombinhdchstwerten im 1. FU verglichen zum EE - in der basalen
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Thrombinmessung wie auch nach Aktivierung mit TF oder Thrombin (Abbildung 33,
Grafik A-C) — von den anderen Patientengruppen ab und verzeichneten dadurch eine

insgesamte Steigung der TG ins Pathologische im Verlauf der Therapie eines Jahres.

Die MNC des bisher nicht erwahnten ,CALR +HU" Patienten P11 generierten im 1. FU basal
sowie nach Zugabe von TF und Thrombin Uberall einen kleineren ,Thrombin peak® gegeniiber
des EE, jedoch lag er damit trotzdem noch weit oberhalb der Werte der beiden

Kontrollprobandengruppen.

4221.4.3 ETP“ DER MNC IN EIGENPLASMA BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF UND
THROMBIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 34: Vergleich des ETPs mononukledrer Zellen resuspendiert in Eigenplasma
vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml
Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten OHNE klinische und therapeutische Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ETP = ,endogeneous thrombin potential“, MNC = ;mononukleére
Zellen®, TF = tissue factor (Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, pM = Pikomolar, min = Minuten, nM = Nanomolar). Farblegende:

ET-Patienton im EE:
P1.@,.P20,P3 @ F4@, P50, P50, P7T.@ P @, P11:@

EI;?%S%,?; ;Ufu:., Ps@ PO, P7 @ Pe M, P11H

In den Ergebnissen des ETP aller Patientengruppen spiegelte sich ein dhnliches Szenario wie
beim vorher besprochenen Vergleich der ,Thrombin peaks“ (Kapitel 4.2.2.1.4.2) wider. Auch
hier lagen die ETP-Werte im 1. FU fast vollstdndig im Bereich bzw. grétenteils oberhalb der
beiden Kontrollen mit/ ohne ASS und in der ,JAK2V617F —HU"“ Gruppe zeichnete sichim 1. FU
bei allen Patienten (P5-8) eine ETP-Erhéhung ab. Eine der Ausnahmen bildete wieder P8, der
im EE bei allen Messungen (Abbildung 34, Grafik A—C) noch ein vergleichsweise geringeres
ETP zeigte und allerdings im 1. FU nach TF- Zugabe (Abbildung 34, Grafik B) den
Kontrollbereich erreichte bzw. nach Thrombin-Zugabe (Abbildung 34, Grafik C) sowie in der
basalen Thrombinmessung (Abbildung 34, Grafik A) die Kontrollwerte weit Uberstieg. Weitere
Ausnahmen traten bei den Messungen nach Aktivierung mit TF (Abbildung 34, Grafik B) auf,
bei denen das generierte ETP der MNC des P6 im EE noch unterhalb der Kontrollen lag, im
1. FU allerdings den Kontrollbereich sogar tUberstieg, sowie das ETP des P11, welches im
1. FU den Kontrollreferenzbereich dann unterschritt und den niedrigsten Wert hatte im

Vergleich zu allen anderen Gruppen.

Resumierend kristallisierte sich bei P11 im 1. FU eine geringere Reaktivitat der MNC heraus.
Im Vergleich zum EE bendtigten die MNC eine lédngere ,Lag time®, bis sie mit der

Thrombingenerierung gestartet sind (Abbildung 32, Grafik A—C). Die MNC zeigten auch einen
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vergleichsweise niedrigeren ,Thrombin peak® (Abbildung 33, Grafik A—C) wie auch ein
kleineres ETP (Abbildung 34, Grafik A-C) im 1. FU.

4.2.2.2 Intraindividueller Vergleich der Thrombozytenfunktion von ET-Patienten

MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen vom EE zum 1. FU

Vier (P9, P10, P12, P13) unserer 13 ET-Patienten hatten im Verlauf vom EE zum 1. FU eine
Anderung ihrer zytoreduktiven Therapie. Dabei wechselten P9 und P10 von Hydroxyurea auf
Anagrelid, P12 von Hydroxyurea auf pegyliertes Interferon-a und P13 setzte hingegen die
zytoreduktive Therapie komplett ab. Zudem zeigten P9 sowie P13 einen Krankheitsprozess
zur Post-ET-Myelofibrose. Aufgrund dieser Verdnderungen wurden die Patienten in diesem
gesonderten Teil ausgewertet.

4.2.2.2.1 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER AGONISTEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN AGGREGATION

4.2.2.2.1.1 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN AGGREGATION
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Abbildung 35: Vergleich der Kollagen-induzierten thrombozytaren Aggregation im EE
und 1. FU

Vergleichende Darstellung der thrombozytaren Aggregation, nach Zugabe von 10 pg/ml Kollagen, der
ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen mit JAK2V617F +HU,
JAK2V617F -HU und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, Coll = Kollagen, JAK2V617F = eine Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea, —HU = ohne Hydroxyurea, ASS =

Acetylsalicylsaure, Post-ET-MF = Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9: @, P10:0,P12:0, P13: @

ET-Patienten im 1.FU:

P9: M, P10:0, P12:00, P13: M
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In Abbildung 35 wurden die Aggregationsantworten der ET-Patienten mit einem
Therapiewechsel sowie teilweise einem Krankheitsprozess zur Post-ET-Myelofibrose (P9,
P13) auf die Zugabe von 10 pg/ml Kollagen zum Zeitpunkt des EE und des 1. FU
gegenibergestellt. Insgesamt lagen fast alle Patienten mit inren Aggregationswerten unterhalb
des Kontrollbereichs. Die Ausnahme bildete P12, dessen Thrombozyten ihre maximale
Aggregation im 1.FU um fast 80 % steigern konnten (EE: 0 %) und damit das
Aggregationsniveau der ,Kontrollen ohne ASS* erreichten.

Innerhalb der zwei dargestellten Patientengruppen (JAK2V617F, CALR) fallt ein
uneinheitliches Verhalten auf. Bei 50 % der Patienten zeigte sich eine deutlich hdhere
Aggregation im 1. FU im Vergleich zum EE (P9, P12). Die andere Halfte der Patienten (P10,
P13) zeigte tendenziell unveranderte Werte im 1. FU. Auch die Patienten mit einem
Krankheitsprozess verhielten sich unterschiedlich im Verlauf vom EE zum 1. FU, denn P9
(JAK2V617F-positiv) stieg tatsdchlich um ein Vielfaches in seiner Aggregationsleistung,
wohingegen P13 (CALR-positiv) keine Veranderung zeigte.

4.2.2.2.1.2 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER TRAP-6-INDUZIERTEN THROMBOZYTAREN
AGGREGATION
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Abbildung 36: Vergleich der TRAP-6-induzierten thrombozytaren Aggregation im EE
und 1. FU

Vergleichende Darstellung der thrombozytdren Aggregation, nach Zugabe von 50 uM TRAP-6, der
ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen mit JAK2V617F +HU,
JAK2V617F -HU und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, TRAP-6 = Thrombin-Rezeptor-Aktivator-Peptid-6, JAK2V617F =
eine Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea, —-HU = ohne
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, Post-ET-MF = Post - essentielle Thrombozythdmie -

Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9 @ P10:O,P12:0, P13 @
ET-Patienten im 1.FU:

P9: . P10:00, P12, P13: M
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Beim Vergleich der Aggregationsreaktionen der Thrombozyten auf die unterschiedlichen
Thrombozytenagonisten Kollagen (siehe Abbildung 35) und TRAP-6 (siehe Abbildung 36),
haben die Thrombozyten nach TRAP-6-Induktion (50 M) durchschnittlich
aggregationsfreudiger reagiert als nach Stimulation mit 10 ug/ml Kollagen. Trotzdem lagen
wieder fast alle Aggregationsantworten der Patientengruppen unterhalb der
Kontrollreferenzen. Die Ausnahme bildeten die Thrombozyten von P10 im EE nach Zugabe
von TRAP-6, welche hier im Vergleich zu den anderen Patiententhrombozyten kontrollahnliche
Aggregationsergebnisse reproduzierten, jedoch im 1. FU eine sturzartige Senkung der max.
Aggregation auf nur noch die Halfte zeigten und damit das Niveau erreichten, wie sie sich nach
Zugabe von 10 pg/ml Kollagen (siehe Abbildung 35) im EE sowie im 1. FU schon verhalten
haben. Dies entsprach der groRten Aggregations-Senkung auch im Vergleich zu den

ET-Patienten, die keinen Therapiewechsel (siehe Abbildung 26) hatten.

Die einzige offensichtliche Verbesserung der Aggregationsleistung im 1. FU nach TRAP-6
Zugabe zeigte auch hier wieder P12, der das Niveau der ,Kontrollen mit ASS* beinahe

erreichte.
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4.2.2.2.2 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER AGONISTEN-INDUZIERTEN
THROMBOZYTAREN ATP-FREISETZUNG

4.2.2.2.2.1INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER KOLLAGEN-INDUZIERTEN
ATP-FREISETZUNG
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Abbildung 37: Vergleich der Kollagen-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU
Vergleichende Darstellung der thrombozytaren ATP-Freisetzung, nach Zugabe von 10 pg/ml Kollagen,
der ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen mit JAK2V617F +HU,
JAK2V617F —HU und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ATP = Adenosintriphosphat, Coll = Kollagen, JAK2V617F = eine
Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = mit Hydroxyurea, —HU = ohne
Hydroxyurea, @ASS =  Acetylsalicylsdure, TZ =  Thrombozyten, Post-ET-MF =

Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE

P9:@®,P10:0,P12:0 P13 @

ET-Patienten im 1.FU:

Po-M, P10:0, P12:00 P13 A

Bei Betrachtung der ATP-Freisetzung nach in vitro Gabe von 10 pg/ml Kollagen, stellte sich
im 1. FU ein uneinheitliches Ergebnis aus Steigungen (P9, P12), Senkungen (P10) sowie
gleichbleibend keiner messbaren (P13) thrombozytaren ATP-Freisetzung der Patienten im
Vergleich zum EE dar.

Insgesamt setzten die Thrombozyten unabhéangig vom Untersuchungszeitpunkt mehrheitlich
durchschnittlich geringere ATP-Mengen frei als die Kontrollreferenzen. AusschlieRlich P10 war
mit seinen Ergebnissen im EE innerhalb des Kontrollbereichs, am nachsten noch an dem
Mittelwert der ,Kontrollen mit ASS*.
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4.2.2.2.2.2 INTRAINDIVIDUELLER VERGLEICH DER TRAP-6-INDUZIERTEN ATP-FREISETZUNG
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Abbildung 38: Vergleich der TRAP-6-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU
Vergleichende Darstellung der thrombozytaren ATP-Freisetzung, nach Zugabe von 50 uM TRAP-6, der
ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen mit JAK2V617F +HU,
JAK2V617F -HU und CALR +HU, jeweils zum Zeitpunkt des Ersteinschlusses und des 1. Follow-ups.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ATP = Adenosintriphosphat, TRAP-6 = Thrombin-Rezeptor-
Aktivator-Peptid-6, JAK2V617F = eine Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU =
mit Hydroxyurea, —HU = ohne Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, TZ = Thrombozyten, Post-ET-

MF = Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9: @, P10:0,P12:0,P13:@

ET-Patienten im 1.FU:

po: Il P10:0 P12:.00. P13: M

Auch nach TRAP-6 Gabe blieben die ATP-Werte der Patiententhrombozyten im EE sowie im
1. FU mehrheitlich unterhalb beider ,Kontrollen mit/ohne ASS“. Trotz konsequentem
Unterschreiten der Kontrollreferenzen fand bei P9 und P10 eine Steigung der ATP-Freisetzung
im 1. FU statt. Bei den Thrombozyten von P10 steht die im 1. FU gesteigerte ATP-Freisetzung
nach TRAP-6-Zugabe (siehe Abbildung 38) im Widerspruch sowohl zur deutlich reduzierten
Aggregation nach TRAP-6-Zugabe im 1. FU ( vgl. Abbildung 36) als auch zur sinkenden
ATP-Freisetzung nach Kollagen-Zugabe im selben Zeitraum (vgl. Abbildung 37).

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Patient P13 nach TRAP-6-Gabe im 1. FU eine noch
ausgepragtere pathologische Verdnderung in Form einer deutlich verringerten thrombozytaren
ATP-Freisetzung im Vergleich zum EE. Wie bereits beschrieben, setzten seine Thrombozyten
nach Kollagen-Gabe keinerlei ATP frei (vgl. Abbildung 37). Vergleichend blieben die
Aggregationsantworten nach Zugabe von Kollagen und TRAP-6 (vgl. Abbildung 35 und
Abbildung 36) hingegen in beiden Zeitpunkten auch tendenziell konstant pathologisch niedrig.
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4.2.2.2.3 INTRAINDIVIDUELLE = VERGLEICHE
THROMBINGENERIERUNG IN PRP

DER THROMBOZYTAREN

4.2.2.2.3.1,LAG TIME“ IN PRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN, CONVULXIN

UND THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 39: Vergleich der ,Lag time“ vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und nach
Zugabe von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E)
Vergleichende Darstellung der ,Lag time® (in Minuten) der thrombozytaren Thrombingenerierung in PRP
von ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen vom Zeitpunkt des EE zum 1. FU.
Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als gestrichelte
Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, PRP = Plattchen-reiches Plasma, TF = tissue factor, Thr =
Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU
= unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =
Anzahl, pM = Pikomolar, Post-ET-MF = Post-essentielle-Thrombozythdmie-Myelofibrose).

Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9: @, P10:O,P12: 0O, P13:@
ET-Patienten im 1.FU:

Po: Ml P10:, P12:.00. P13

Bei der Messung des Parameters ,Lag time“ wahrend der basalen Thrombingenerierung
(Abbildung 39, Grafik A) konnten flr die Patienten P9, P10 und P13 im 1. FU keine Daten
erhoben werden, weshalb sich ein Vergleich zum EE eribrigte. Die Thrombozyten des
Patienten P12 (CALR-positiver Patient ohne Progress) wiederum zeigten im 1. FU basal eine
deutliche Verzégerung und damit eine pathologisch lange ,Lag time“ im Gegensatz zum EE.
Sobald allerdings ein Thrombozyten-Agonist hinzugegeben wurde, verkirzten sich die
generierten Verzégerungszeiten der Thrombozyten von P12 mehrheitlich im 1. FU, sodass sie
durchweg einen kontrollahnlichen und damit physiologischen Wert erlangten.

Wird das Augenmerk explizit auf die Patienten mit einem erfolgten Krankheitsprozess (P9*,
P13*) gerichtet, so zeigte sich im 1. FU unabhéngig des Agonisten eine langere ,Lag time* im
Vergleich zu den Patienten ohne Krankheitsprozess (P10, P12) und den Kontrollgruppen.
Besonders bei P9 zeigte sich eine Agonisten-unabhéangige pathologische Verlangerung der
,Lag time®, wobei nach Zugabe von 50 ng/ml Convulxin (Abbildung 39, Grafik D) die
Thrombozyten mit 27,44 Minuten vergleichsweise die langste Zeit bendtigten, um die
Thrombingenerierung zu starten. Die Thrombozyten des Patienten P13 konnten zwar auch
eine pathologische Verlangerung der ,Lag time“ nach TF-Zugabe (Abbildung 39, Grafik B)
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verzeichnen, allerdings verbesserten sich die Werte im 1. FU nach Zugabe der Kombination
aus Thrombin + Convulxin (Abbildung 39, Grafik E) leicht und nach der alleinigen Zugabe von
Convulxin (Abbildung 39, Grafik D) deutlich starker.

Insgesamt befanden sich die Verzdgerungszeiten aller Patienten nach Thrombin- und auch
nach kombinierter Thrombin-Convulxin-Gabe zu beiden Zeitpunkten auf Héhe bzw. tendenziell
nur dezent oberhalb der ,Lag time“ der beiden ,Kontrollen mit/ohne ASS*.

Hier fallt auch eine ahnliche Verhaltensweise der Patienten ohne
Therapiewechsel — geschweige denn ohne Krankheitsprozess — auf, denn die Thrombozyten
aller Patienten (P1-P13) zeigten vor allem im 1. FU in der absoluten Mehrheit entweder
kontrollahnliche oder pathologisch verlédngerte Verzégerungszeiten.

4.2.2.2.3.2 ,THROMBIN PEAK* IN PRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN,
CONVULXIN UND THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 40: Vergleich des ,,Thrombin peak“ vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und
nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E).

Vergleichende Darstellung des , Thrombin peaks® (in nM) der thrombozytaren Thrombingenerierung in
PRP von ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen vom Zeitpunkt des EE zum
1. FU. Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS als
gestrichelte Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, PRP = Plattchen-reiches Plasma, TF = tissue factor, Thr =
Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation, +HU
= unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsdure, n
Anzahl, pM = Pikomolar, nM = Nanomolar, Post-ET-MF

Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9:@®,P10:0,P12: O, P13: @

ET-Patienten im 1.FU:

P9:Ml, P10:0, P12:00, P13: M

Beim Vergleich des gemessenen ,Thrombin peaks® im EE sowie 1. FU sind Auffalligkeiten
aufgetreten. Denn die Thrombozyten der zwei Patienten mit einer entwickelten
Post-ET-Myelofibrose (P9*, P13*) generierten im EE sowie im 1. FU, unabhé&ngig vom
Thrombozyten-Agonisten, immer niedrigere ,Thrombin peaks® als die zwei anderen Patienten
P10 und P12 sowie die Kontrollreferenzen. Dabei verbesserten sich die Werte des P9 im 1. FU
kaum und blieben pathologisch. Die Thrombozyten des Patienten P13 hingegen
reproduzierten trotz Krankheitsprogress v. a. nach Convulxin-Stimulation (Abbildung 40,
Grafik D) im 1. FU einen etwa dreimal so hohen ,Thrombin peak® wie im EE, sodass er in allen
Messungen (Abbildung 40, Grafik B-E) beinahe den Kontrollreferenzbereich erreichte.

Die Patienten ohne Krankheitsprozess P10 und P12 zeigten in ihren Ergebnissen im 1. FU
divergente Tendenzen im Vergleich zum EE. Generierten die Thrombozyten des Patienten
P12 in der basalen Messung (Abbildung 40, Grafik A) sowie nach Convulxin-Zugabe
(Abbildung 40, Grafik D) einen kleineren ,Thrombin peak" (der sich im Kontrollbereich befand),
so erreichten sie nach TF-Gabe (Abbildung 40, Grafik B; oberhalb der Kontrolimittelwerte),
Thrombin-Gabe (Abbildung 40, Grafik C; oberhalb der Kontrolimittelwerte) sowie nach
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simultaner Thrombin-Convulxin-Gabe (Abbildung 40, Grafik E; im Kontrollbereich) einen

ahnlichen bzw. tendenziell hdheren ,Thrombin peak".

Die Thrombozyten des Patienten P10 wiederum zeigten nur nach simultaner Gabe von

Thrombin + Convulxin (Abbildung 40, Grafik E) einen hdéheren ,Thrombin peak®, denn nach

Gabe der anderen Agonisten (Abbildung 40, Grafik B-D) wies der thrombozytar generierte

,Thrombin peak” im 1. FU Uberall eine fallende Tendenz auf.

4.2.2.2.3.3 ,ETP“INPRP BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF, THROMBIN, CONVULXIN UND

THROMBIN + CONVULXIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 41: Vergleich des ETP vom EE und 1. FU in PRP basal (A) und nach Zugabe
von TF (B), Thrombin (C), Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E).

Vergleichende Darstellung des ,endogenen Thrombinpotentials® (in nM x min) der thrombozytaren
Thrombingenerierung in PRP von ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Verédnderungen
vom Zeitpunkt des EE zum 1. FU. Als Referenz wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen
mit und ohne ASS als gestrichelte Linien angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ETP = endogenes Thrombinpotential, PRP = Plattchen-reiches
Plasma, TF = tissue factor, Thr = Thrombin, Cvx = Convulxin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, -HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsdaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar, pM = Pikomolar, Post-ET-MF =

Post- essentielle-Thrombozythamie -Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9:@®,P10:0,P12:O P13 @

ET-Patienten im 1.FU:

P9: . P10:00, P12, P13:

Bei Gegenuberstellung der erzeugten ,Thrombin peaks (Abbildung 40) sowie ETPs
(Abbildung 41) aller dargestellten vier ET-Patienten mit einem Therapiewechsel, fallen gleiche
Tendenzen auf. Wer einen erhéhten ,Thrombin peak® im 1. FU im Gegensatz zum EE bilden
konnte, der erzeugte auch ein héheres ETP und umgekehrt. Trotzdem gab es eine Ausnahme
bei simultaner Gabe von Thrombin + Convulxin (Abbildung 41, Grafik E), denn P12 erreichte
zwar einen erhohten kontrollahnlichen , Thrombin peak” im 1. FU (vgl. Abbildung 40, Grafik E),
jedoch verhielt sich das generierte ETP (vgl. Abbildung 41, Grafik E) kontrar dazu und sank,
erlangte dadurch aber trotzdem kontrollahnliche Werte. Wiederum lagen die Werte der
Progress-Patienten (P9*, P13*) unterhalb der Werte der anderen beiden Patienten P10 und
P12 und auch gréRtenteils wieder pathologisch unterhalb des Kontrollreferenzbereichs. Wobei
die Thrombozyten des Progress-Patienten P13 dieses Mal auch nach TF-Zugabe (Abbildung
41, Grafik B), Convulxin-Zugabe (Abbildung 41, Grafik D) sowie simultaner Zugabe von
Thrombin + Convulxin (Abbildung 41, Grafik E) ein kontrollahnliches ETP erreichen konnten.
Von den ,Nicht-Progress-Patienten” lagen die ETP-Werte von P10 nur nach Convulxin- und
nach simultaner Thrombin-Convulxin-Gabe im 1. FU im Kontrollbereich. Demgegenuber
bewegten sich die Werte des P12 im EE sowie im 1. FU recht nahe bzw. im Bereich der
Kontrollen.
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4.2.2.2.4 INTRAINDIVIDUELLE VERGLEICHE DER THROMBINGENERIERUNG
MONONUKLEARER ZELLEN (RESUSPENDIERT IN EIGENPLASMA)

In diesem Kapitel wurden die Messergebnisse der monozytaren TG im autologen Plasma von
ET-Patienten MIT klinischen oder therapeutischen Veranderungen (P9*, P10, P12, P13*) vom

EE und 1. FU miteinander verglichen.

4.2.22.4.1,AGTIME“ DER MNC IN EIGENPLASMA BASAL SOWIE NACH ZUGABE VON TF UND
THROMBIN IM EE UND 1. FU
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Abbildung 42: Vergleich der ,Lag time“ mononuklearer Zellen resuspendiert in
Eigenplasma vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B)
und 0,1 U/ml Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, MNC = ,mononukledre Zellen®, TF = tissue factor
(Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation,
+HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =
Anzahl, min = Minuten, pM = Pikomolar, Post-ET-MF =
Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:

ET-Patienten im EE:

P9:@,P10:0,P12: O, P13: @

ET-Patienten im 1.FU:

Po:-l. P10:0, P12:00, P13: A

Der Vergleich der basalen Thrombingenerierung (Abbildung 42, Grafik A) der MNC zeigte ein
gemischtes Bild an Verlangerungen (P9, P10, P13) und Verkirzungen (P12) der ,Lag time*
zum Zeitpunkt des 1. FU gegenluber dem EE. Hervorstechend waren die Ergebnisse des
Patienten P9, dessen MNC im EE ausschliel3lich wahrend der basalen Thrombingenerierung
keinerlei Reaktionen zeigten (,Lag time“: 0 min, ,Thrombin peak*: 0 nM, ETP: 0 nMxmin),
jedoch im 1. FU (nach Umstellung von Hydroxyurea auf Anagrelid sowie nach der Entwicklung
einer Post-ET-Myelofibrose) die langste ,Lag time* im Vergleich zu den anderen
Therapiewechslern (P10, P12, P13) genauso wie zu den Patienten ohne einen

Therapiewechsel (P1-P8, P11) zeigte.

Auch die MNC des zweiten Patienten mit einem Krankheitsprozess, P13,
zeigten — unabhangig von der basalen Thrombinmessung (Abbildung 42, Grafik A) oder
Agonistenzugabe (Abbildung 42, Grafik B-C) —im 1. FU im Vergleich zum EE (bei dem sie

kontrollahnliche Werte erreichten) geringfugig verlangerte ,Lag time“-Werte.
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Abbildung 43: Vergleich des ,,Thrombin peaks*“ mononuklearer Zellen resuspendiert in
Eigenplasma vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B)

und 0,1 U/ml Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, MNC = ,mononukledre Zellen®, TF = tissue factor
(Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation, CALR = Calreticulin-Mutation,
+HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie, ASS = Acetylsalicylsaure, n =
Anzahl, pM = Pikomolar, nM = Nanomolar, Post-ET-MF =

Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9:@, P10:0,P12:0,P13: @

ET-Patienten im 1.FU:

Po:l. P10:0, P120, P13:H

In Abbildung 43 werden die von den MNC der Patienten P9, P10, P12 und P13 generierten
Werte fir den ,Thrombin peak” wahrend drei unterschiedlicher Messungen im EE sowie im

1. FU in einem Verlaufs-Punktediagramm dargestellt.

Innerhalb der zwei dargestellten Mutationsgruppen (JAK2V617F, CALR) herrschte zwar in
allen Messungen im 1. FU ein entgegengesetztes Verhalten von Steigungen oder Senkungen
des ,Thrombin peaks”, jedoch bewegten sich die Werte je nach Gruppe immer in die gleiche

Richtung bezogen auf den Kontrollreferenzbereich.

So erreichten die MNC der ,JAK2V617F-Gruppe” sowohl in der basalen Thrombinmessung
(Abbildung 43, Grafik A) als auch nach Zugabe von TF (Abbildung 43, Grafik B) oder Thrombin
(Abbildung 43, Grafik C) immer geringflgig kleinere, jedoch durchaus Kkontrollahnliche
,Thrombin peaks”im 1. FU. Wohingegen die MNC der ,CALR Gruppe“im 1. FU eine Tendenz
weg vom Kontrollbereich zeigten. Dabei wies der Patient P12 (ohne Krankheitsprogress) sogar
in allen Messungen einen pathologisch hohen ,Thrombin peak® auf und im Gegensatz dazu

verschlechterte sich der Patient P13 (Progress zur Post-ET-Myelofibrose) in die andere
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Abbildung 44: Vergleich des ETPs mononuklearer Zellen resuspendiert in Eigenplasma
vom EE und 1. FU; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml
Thrombin (C).

Vergleich der ET-Patienten MIT klinischen und therapeutischen Veranderungen. Als Referenz wurden
die Mittelwerte der Ergebnisse der Kontrollen mit und ohne ASS in Eigenplasma als gestrichelte Linien
angegeben.

(EE = Ersteinschluss, FU = Follow-up, ETP = ,Endogeneous thrombin potential“, MNC =  mononukleére
Zellen®, TF = tissue factor (Gewebefaktor), Thr = Thrombin, JAK2V617F = Januskinase-2-Mutation,
CALR = Calreticulin-Mutation, +HU = unter Hydroxyurea-Therapie, —-HU = ohne Hydroxyurea-Therapie,
ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, pM = Pikomolar, min = Minuten, nM = Nanomolar, Post-ET-MF =

Post-essentielle-Thrombozythamie-Myelofibrose). Farblegende:
ET-Patienten im EE:

P9: @, P10:O,P12:O, P13: @

ET-Patienten im 1.FU:

P9:l. P10:0, P12:0. P13:H

Bei den Messungen des von den MNC generierten ETPs fielen pro Patient die gleichen
Ab- und Aufwartsbewegungen wie bei den jeweiligen Werten der , Thrombin peaks*“ auf. Auch
hier waren die Ergebnisse von P9 und P13 (beide mit einem durchgemachten
Krankheitsprozess) in allen Messungen (Abbildung 44, Grafik A—C) pathologisch niedrig,
obwohl das ETP von P9 im Verlauf eine steigende Tendenz zeigte, hierbei aber weiterhin
einen pathologisch groRen Abstand noch zu den Kontrolimittelwerten aufwies.

Die MNC des P12 verhielten sich zum 1.FU wie die MNC der Patienten OHNE
Therapiednderung und generierten wahrend der basalen Messung und auch nach TF- oder

Thrombin-Gabe ein noch pathologisch héheres ETP als im EE.
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5 DISKUSSION

5.1 DESKRIPTIVE DATENANALYSE

Von den zum 1.Follow-up (1.FU) untersuchten 13 Patienten mit essentieller
Thrombozythamie (ET) wiesen zehn eine JAK2V617F- und drei eine CALR-Mutation auf. Die
Verteilung der CALR-Mutation unter den Patienten entsprach in etwa denen von Marin
Oyarzun et al. (11) angegebenen Werten (20 — 30 %), wobei die JAK2V617F-Mutation in
unserer Studie mit 77 % vergleichsweise Uberproportional haufig vorkam. Marin Oyarzun et al.
gaben ein Haufigkeitsaufkommen der JAK2V617F-Mutation bei an ET Erkrankten von nur
50 - 60 % an. Im Ersteinschluss (EE) und 1. FU nahmen die Mehrheit der Patienten Aspirin®
(ASS) ein (Ausnahmen bei beiden Untersuchungszeitpunkten: P4 und P9). AuRerdem wurden
im 1. FU funf Patienten [vier JAK2V617F- (P1 - P4) und ein CALR-positiver Patient (P11)] mit
dem zytoreduktiven Medikament Hydroxyurea (HU) therapiert. Bei zwei Patienten kam es im
1. FU zu einem Therapiewechsel auf Anagrelid (P10) bzw. pegyliertes Interferon-a (pegINFa)
(P12), da sich unter der HU-Therapie keratotische Veranderungen und anhaltender Juckreiz
zeigten. Zudem wechselte P9 von HU auf Anagrelid. Moglicherweise lag bei P9 eine
HU-Resistenz vor, denn nach Wechsel der Therapie auf Anagrelid kurz nach dem EE konnte
im 1. FU eine deutliche Senkung der Thrombozytenkonzentration von P9 erreicht werden. Ein
weiterer Patient (P13) setzte HU ab ohne Erganzung einer neuen zytoreduktiven Therapie, da
eine fallende Thrombozytenkonzentration auffiel und eine Post-ET-Myelofibrose (Post-ET-MF)
nachgewiesen wurde. Hier kommt der Verdacht auf, dass HU ursachlich fiir die fibrotische
Transformation zur Post-ET-MF sein konnte. Dass HU zwar mdglicherweise zu einer
leukdmischen Transformation fiihre, zeigten beispielsweise schon E. Liozon et al. (140) 1997
mit inrer Studie, in der 58 ET-Patienten Uber einen Zeitraum von 14 Jahren beobachtet wurden
und 3 Patienten davon unter HU-Therapie eine leukdmische Transformation entwickelten
(AML MO, t-RAEB, CMML). Eine fibrotische Transformation wurde hier hingegen nicht
beobachtet. In weiteren Beobachtungsstudien gab es zudem auch keinen Hinweis mehr auf
eine Kausalitat zwischen HU-Therapie und einer leukdmischen Transformation bei Patienten
mit myeloproliferativen Neoplasien (29). Dass eine Behandlung mit HU jedenfalls keinen
praventiven Effekt auf die Entwicklung einer Myelofibrose habe, geschweige denn eine
erhdhte JAK2V617F-Allellast (welche pradiktiv fur die Entwicklung einer Post-ET-MF ware)
reduzieren konne, stellten Shuichi Shirane et al. 2015 klar.

Insgesamt zeigten zwei unserer Patienten (P9: JAK2V617F; P13: CALR) im 1. FU einen
Progress zur Post-ET-MF, welche mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (141). Da
beide Patienten unterschiedliche Mutationen aufwiesen, scheint dieser Progress eher
mutationsunabhéangig zu erfolgen. Auch Elisa Rumi und Mario Cazzola (4) beschrieben 2017
in ihrem Review, dass sowohl die JAK2V617F- als auch die CALR-Mutationen mit einem

erhdhten Progressionsrisiko einhergehen wirden.
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Klinisch wurde bei keinem der Patienten im FU-Jahr eine neu aufgetretene Blutung oder ein
thrombotisches Ereignis nachgewiesen. Dahingegen wiesen im EE die JAK2V617F-mutierten
Patienten eine Thromboseanamnese auf. Dies wirde die Ergebnisse von Coucelo et al. (110)
bekraftigen, welche eine Assoziation zwischen JAK2V617F-Mutationsstatus und einem

erhohten Thromboserisiko zeigten.

Sieben Patienten wiesen klinisch ein erworbenes VWS auf, welches nur bei P5 auch
laborchemisch nachgewiesen werden konnte. Beim Groldteil der Patienten sank die
Thrombozytenkonzentration zum 1. FU. Die Ausnahmen bildeten P1, P4 und P11. Trotz
jeweils zytoreduktiver Therapie stieg deren Thrombozytenkonzentration sogar im Verlauf an.
P5 zeigte im EE sowie weiterhin im 1. FU eine extreme Thrombozytose, wurde allerdings auch
keiner zytoreduktiven Therapie unterzogen. Im Gegensatz dazu spiegelte sich bei P9 und P10
durch den Wechsel auf Anagrelid, wie auch bei P12 durch den Wechsel auf pegyliertes
Interferon-a ein Therapieerfolg mit einer mehr als 50-prozentigen Abnahme der
Thrombozytenkonzentration wider, was die Wirksamkeit der Zweitlinien- bzw. Off-Label-Use
Therapie bestatigen wirde. Generell zeigten die Patienten, die einem Wechsel (P9, P10, P12)
bzw. Abbruch (P13) der zytoreduktiven Therapie unterzogen wurden, tatsachlich die groften
Abnahmen ihrer Thrombozytenkonzentrationen im Vergleich zu allen anderen Patienten mit
oder ohne HU. Hierunter fielen auch die Post-ET-MF-Patienten (P9, P13), wobei P9 sogar mit
einer 71-prozentigen Abnahme den gréliten Abfall der Thrombozytenkonzentration
verzeichnen konnte. Die Patienten P2, P3 und P4, welche im 1. FU weiterhin mit HU therapiert
wurden, zeigten hingegen kaum Veranderungen, lagen allerdings mit ihren
Thrombozytenkonzentrationen spatestens im 1. FU im Referenzbereich. P1 und P11 waren
demgegeniber die einzigen Patienten, die mit einer leichten (P11) bis starkeren (P1)
Erhdhung der Thrombozytenkonzentration bei Einnahme von HU vom EE zum 1. FU

reagierten.

Zudem sei zu erwahnen, dass die Patientin P10 zwar in ihren Laborwerten im 1. FU keine
besonderen Auffalligkeiten zeigte (mit Ausnahme des Erfolgs durch den Therapiewechsel
bezuglich der auf einen kontrollahnlichen Wert verminderte Thrombozytenkonzentration), ihr
jedoch ein invasives Mammakarzinom diagnostiziert wurde, weshalb die Patientin zusatzlich
unter einer Hormontherapie (Letrozol/Aromatasehemmer) stand. Das konnten naturlich
zusatzliche Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion haben, was in der folgenden

Diskussion der explorativen Datenanalyse berlcksichtigt wurde.

AulBerdem zeigten die JAK2V617F-positiven Patienten mehrheitlich héhere (und damit
physiologische) Hamatokrit- und Hamoglobinwerte als die JAK2V617F-negativen (in unserem
Fall CALR-positiven) Patienten (in Anlehnung der Referenzwerte von Sysmex KX-21N bzw.
R. Herklotz et al., Tabelle 3 (142)). Dies wurde bereits von E. Antonioli et al. 2005 (143)

beobachtet. Eine klinische Relevanz scheint dies jedoch nicht zu haben.
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5.2 EXPLORATIVE DATENANALYSE

5.2.1 Thrombozytare Aggregation und ATP-Sekretion von Patienten
mit ET

Die Lichttransmissions-Aggregometrie (LTA) ist die am weitesten verbreitete Methode zur
Untersuchung der Thrombozytenfunktion. Sie misst die Lichttransmission durch eine
Thrombozytensuspension bei fortschreitender Aggregation (116). AuRerdem ist sie
kombinierbar mit einer Echtzeitiiberwachung der ATP-Sekretion in einem Lumi-Aggregometer
durch Zugabe eines Luciferin-Luciferase-Reagenz (116). Weitere Vorteile sind die relative
Einfachheit und die Moglichkeit, die Reaktionen auf einzelne Agonisten zu prifen. Als
nachteilig erscheinen die zeitintensive Durchfuhrung und Operator-abhangige Variabilitat im
Vergleich zu Point-of-Care-Tests (128). Die Interpretation der Aggregationsergebnisse ist
aullerdem aufgrund der Rickkopplungseffekte redundanter Thrombozytenaktivierungswege
komplex (128). Dies gilt allerdings fur alle Tests der Thrombozytenfunktion (128). Zu
Messabweichungen im Lumi-Aggregometer kann es auflerdem durch prdanalytische
Variablen wie der Blutentnahme (Venenpunktion, Kanulengrofe, Staubedingungen,
Roéhrchentyp, Antikoagulanz) oder der PRP-Aufbereitung (Zentrifugationsbedingungen,
Restzahl von Erythrozyten im PRP, Rihrgeschwindigkeit etc.) kommen (89). Auch analytische
(Lipamie, Bilirubin, Hamoglobin (89)) oder patientenbezogene Variablen
(Medikamenteneinnahme, Nuchternheit) beeinflussen das Messergebnis (139). Mehrere
dieser Fehlerquellen konnten =zur heutigen Zeit schon durch die Etablierung der
Standardisierung von Aggregations- und Sekretionsassays minimiert werden (144). Unsere
Arbeitsgruppe achtete zudem genauestens auf standardisierte Blutentnahmen, Vermeidung
mechanischer und Scherkraft-abhangiger Belastung, Vermeidung von
Temperaturschwankungen (nur Zimmertemperatur) und auf eine schnelle Verarbeitung der

Blutproben.

Es ist bekannt, dass Thrombozyten von ET-Erkrankten Funktionsstérungen aufweisen
kénnen (145, 146). Beispielsweise berichteten Theodore H. Spaet et al. schon 1969, dass in
ihrer Studie die ET-Patienten charakteristische Anomalien aufwiesen. Hierbei fielen eine
fehlende Aggregation auf Epinephrin-Gabe bzw. eine verminderte Aggregation auf ADP-Gabe
sowie moglicherweise auch eine reduzierte ADP-Aktivitat der Thrombozyten auf (146). Mit
unseren Messungen verfolgten wir das Ziel, herauszufinden, ob die Thrombozyten unserer
ET-Patienten im Verlauf einen Uberreaktiven und damit hyperfunktionalen Charakter mit der
Tendenz zu thrombotischen Erkrankungen oder eher einen hypofunktionalen Charakter mit

erhdhter Neigung zu Blutungsdiathesen aufweisen.

Im Folgenden werden zunachst die Messergebnisse der thrombozytaren Aggregation sowie

ATP-Sekretion der ET-Patienten (im Verlauf und teilweise individuell beleuchtet) diskutiert.
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5.21.1 Effekt der Aspirin-Therapie auf die Agonisten-induzierte
Thrombozytenaggregation bei Patienten mit ET im 1. FU
Den nicht zu vernachlassigenden inhibierenden Effekt von ASS auf Thrombozyten konnten wir
gut mithilfe der Lumi-Agregometrie und der Verwendung der Arachidonsaure (Aa) als
Thrombozytenagonist darstellen. Die Aa wirkt indirekt Uber die Stimulierung der
thrombozytaren Bildung von TXA2 aktivierend auf Thrombozyten. Da die Mehrheit unserer
Patienten (n=11) zum Untersuchungszeitpunkt im 1. FU ASS einnahmen, muss der
ASS-Effekt in den Ergebnissen berlcksichtigt werden. Leider konnten wir in den anderen
Versuchen keine zusatzliche Aufteilung der Patienten nach der ASS-Therapie verwirklichen,
da aufgrund des zu kleinen Patientenkollektivs die statistischen Vergleichstests nicht moglich

gewesen waren.

Auf die Gabe von Aa reprasentierten die Thrombozyten im PRP der ,Kontrollen mit und ,ohne
ASS* ein erwartetes und statistisch auffallig unterschiedliches Ergebnis (p < 0,0001,
Mann-Whitney test). Die Thrombozyten der ,Kontrollen ohne ASS“ reagierten mit einer
Aggregation von 69 % (Median), wohingegen die der ,Kontrollen mit ASS* 0 % (Median)
Aggregation zeigten. Dieses Phanomen kann eindeutig auf die Wirkung von ASS
zuruckgefuhrt werden. ASS hemmt das Enzym COX1 irreversibel (durch Acetylierung eines
einzelnen Serinrests an Position 529 in der COX1(147-149)), die den ersten Schritt der
TXA2-Synthese aus Arachidonsaure katalysiert. Da die Thrombozyten kernlos sind, kénnen
sie keine neuen Cyclooxygenasen synthetisieren (150), weshalb die durch TXA2 vermittelte

Thromboyztenaktivierung mit nachfolgender Aggregation konsekutiv abnimmt.

Die Thrombozyten der Patienten ohne ASS-Einnahme (P4: JAK2V617F +HU,
P9: JAK2V617F -HU [+Anagrelid]) zeigten Uberraschenderweise eine verminderte bzw.
gesteigerte Aa-induzierte Aggregation im Vergleich zu den Kontrollprobanden.

Die Thrombozyten des P9 (JAK2V617F —HU [+Anagrelid], ohne ASS) ohne HU-Einfluss
reagierten mit einer deutlich niedrigeren Aggregationsneigung (max. Aggregation: 50 %) als
die ,Kontrollen ohne ASS* (max. Aggregation im Median: 69 %). Dies wurde eine geringere
Thrombozytenreaktivitat/-sensitivitat von JAK2V617F-positiven Patienten in vitro auf Aa im
Gegensatz zu ,Kontrollen ohne ASS* implizieren. Fir dieses Ergebnis kdnnte es mehrere
Erklarungen geben:

1.) Da der entscheidende Unterschied von P9 (JAK2V617F —HU [+Anagrelid]) zu den
.Kontrollen ohne ASS" seine Anagrelid-Therapie war, kdénnte das Ergebnis auf eine
reaktionsmindernde Wirkung von Anagrelid auf Thrombozyten hinweisen. Solch ein
Phanomen in diesem Ausmal konnte in keiner bekannten Studie bestatigt werden. Anagrelid
ist zwar vorerst als thrombozytenaggregationshemmendes Medikament bekannt
geworden (151, 152), jedoch in sehr viel h6herer Dosierung als es zur Thrombozytenreduktion

bei der Erkrankung ET erforderlich ware (153). Aufgrund der niedrigen Dosierung bei den
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ET-Patienten ist ein deutlich aggregationshemmender Effekt durch Anagrelid eher
unwahrscheinlich.

2.) Eine weitere und plausiblere Erklarung ware das 2006 von Jan J. Michiels (154) et al.
deklarierte Konzept. Es besagt, dass die Thrombozyten von ET-Patienten in vivo hyperreaktiv
waren. Dadurch komme es leichter zu einer spontanen Aktivierung der Thrombozyten durch
erhohte Scherkrafte, die Thrombozytengranula wirden freigesetzt werden, es komme zur
Aggregation und wieder Disaggregation, sodass die Thrombozyten letztlich als ,ausgebrannte®
Thrombozyten mit einem sekundaren Speicherpooldefekt mit einer geringeren
Reaktionsfahigkeit in ex vivo Analysen auffallen wirden.

Im Gegensatz zu P9 (JAK2V617F —HU [+Anagrelid], ohne ASS) zeigten die Thrombozyten
von P4 (JAK2V617F +HU, ohne ASS) mit HU-Einfluss eine viel hohere Reaktivitat (max.
Aggregation 87 %) als die ,Kontrollen ohne ASS®. Der Unterschied zwischen den
Aggregationsergebnissen der Patienten P4 und P9 durfte erwartungsgemafy nicht so grofd
sein, da beide unter einer zytoreduktiven Therapie standen. Das zytoreduktive Medikament
HU musste im Falle von P4 die Thrombozytenzahl und damit theoretisch auch insgesamt die
Reaktivitat, also die Aggregationsergebnisse der ET-Patienten senken. Bisher existieren nur
ambivalente Ergebnisse bezuglich der direkten Wirkung von HU auf die
Thrombozytenfunktion (11). Zum Beispiel haben N. Maugeri et al. 2006 herausgefunden, dass
HU zu einer Inhibierung der CD62P-vermittelten thrombozytaren Aggregatbildung in vitro fihre
und auf Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregate wirke (155). Im Gegensatz dazu konnten
beispielsweise Falanga et al. 2000 oder Coucelo et al. 2014 keinen Unterschied der
thrombozytaren Aktivierung bei mit HU therapierten Patienten im Vergleich zu Patienten ohne
HU-Therapie feststellen (110, 156). Mdglicherweise gehdrt P4 aber auch zu den bereits in
vorangegangenen Studien identifizierten etwa 40% der MPN-Patienten mit einer erhéhten
TXA2-Generierung in Korrelation mit einem Lipoxygenasemangel, welche eine erhdhte
Reaktivitat auf Aa erklaren konnte (110, 157).

Bei Betrachtung des Aggregationsverhaltens der Patienten mit ASS-Therapie (n=11) nach
Gabe der Arachidonsaure durften faktisch alle Patienten und Kontrollprobanden unter
ASS-Einfluss keinerlei Reaktion zeigen, da durch die ASS-Einnahme der thrombozytare
TXA2-Signalweg gehemmt wird. Zwei Patienten (P7: JAK2V617F, P12: CALR) wiesen
dennoch eine Aggregationsneigung auf, die der Ergebnisse der ,Kontrollen ohne ASS*
entsprachen, sodass in diesen Fallen entweder gar kein ASS eingenommen (fragliche
Compliance) oder ASS zu gering dosiert wurde bzw. eine ASS-Resistenz vorliegen kdnnte.
Anetta Undas et al. sprechen in ihrem Review von einer ASS-Resistenz, wenn entweder eine
unzureichende Hemmung der Thromboxan-Synthese vorliege oder Thromboxan-unabhangige
Thrombozytenstimulatoren vorhanden seien (147). Bianca Rocca et al. (158) wiesen auch

darauf hin, dass sich bei dem erhéhten Thrombozytenumsatz in ET-Patienten eine Verklrzung

152



DISKUSSION

des ASS-Gabe-Intervalls auf 12 Stunden rechtfertigen lieRe, um einen gréReren Anteil der
beschleunigt gebildeten Thrombozyten erfassen und hemmen zu kénnen.

Die Thrombozyten aller anderen Patienten unter ASS-Therapie zeigten erwartungsgemaf
keine Aggregation auf die Gabe von Aa. Der TXA2-Signalweg entfiel hier demnach mit seinem
Feedback-Mechanismus in der Verstarkung der Thrombozytenaktivierung (60, 159), sodass
die Thrombozytenfunktion aller Patienten unter ASS-Therapie in den folgenden Versuchen
dadurch zusatzlich eingeschrankt und die Ergebnisse durch ASS-Einfluss als zumindest

abgeschwacht zu interpretieren sind.

5.2.1.2 Gestorte Kollagen-induzierte Thrombozyten-Aggregation bei Patienten
mit ET im 1. FU

Die Thrombozyten-Aggregation wurde mit zwei verschiedenen Kollagenkonzentrationen
getestet, 2 uyg/ml und 10 pg/ml. Zusammenfassend wurde eine stark verminderte
Thrombozyten-Aggregation der ET-Patienten mit 2 ug/ml Kollagen beobachtet. Jedoch haben
hier die Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* eine ahnlich niedrige Aggregation gezeigt wie
die der Patientengruppen, die im Median bei nahe 0 % Aggregation lagen. Die ,Kontrollen
ohne ASS* erreichten im Median zwar deutlich hdhere Werte von 40 %, erreichten dennoch
nicht den erwarteten Cut-Off-Wert von 60 % (siehe 4.2.1.1). Erst bei der hoheren
Kollagenkonzentration von 10 ug/ml prasentierten ausnahmslos alle Patienten- und
Kontrollgruppen hoéhere Aggregationswerte, wobei nur die beiden Kontrollgruppen im
Median deutlich den Cut-Off-Wert Uberstiegen und hingegen die Patiententhrombozyten
vergleichsweise eine geringere Aggregation zeigten mit nur einer maximalen
Aggregationsleistung im Median zwischen 36 % und 50,5 %. Beim Vergleich der Kontrollen
untereinander zeigten die Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* eine statistisch auffallig
geringere max. Aggregation als die der ,Kontrollen ohne ASS". Die Ergebnisse lassen
folgende Erkenntnisse zu:

1.) Es ist bekannt, dass der Agonist ADP, der aus den 6-Granula aktivierter Thrombozyten
freigesetzt wird, eine wichtige Rolle als Feedback-Agonist bei der Kollagen-induzierten
Thrombozytenaktivierung spielt. Eine Erklarung von Dawood et al. hierflr ware beispielsweise
der bei ET-Patienten haufig vorkommende ,,6-Speicherpool-Mangel” (delta storage pool
deficiency, &-SPD) (128). Dadurch kann der wichtige Feedback-Mechanismus der
normalerweise sezernierten Granulainhalte, v.a. ADP, fur die Aggregationsleistungen
wegfallen. Auch A. Aliotta et al. beschrieben eine im Zusammenhang mit einem &-SPD
beeintrachtigte Aggregation auf niedrig dosiertes Kollagen (160).

2.) Da der uUberwiegende Anteil der Patienten unter ASS-Therapie stand und die
Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* patientendhnlich gering auf niedrige
Kollagenkonzentrationen reagierten bzw. bei hohen Kollagenkonzentrationen eine geringere

Aggregation zeigten als die ,Kontrollen ohne ASS® liegt die Vermutung nahe, dass die
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ASS-Therapie und die damit verbundene Hemmung des TXA2-Signalweges auch die
Wirkung des Kollagensignalweges mit abzuschwéachen scheint. Beispielsweise wies
Larry D Brace 2007 darauf hin, dass TXA2 fir die in vitro Aggregation und Sekretion zumindest
als Reaktion auf die Gabe von u.a. niedrig dosiertem Kollagen (1 ug/ml) erforderlich sei (150).
Die Reaktionen auf hoch dosiertes Kollagen (5 pg/ml) bei mit ASS therapierten Patienten
blieben laut Larry D Brace unbeeinflusst. Ahnliche Erkenntnisse konnten Ban B. Dawood et
al. (128) in ihrer 5-jahrigen Studie zur Detektion erblicher Thrombozytenfunktionsstérungen
mithilfe verschiedener Thrombozytenagonisten und der Lumi-Aggregometrie erlangen. Auch
ihre Ergebnisse sagten aus, dass bei einem TXA2-Signalwegsdefekt (wie er u.a. durch eine
ASS-Therapie pharmakologisch erzeugt wird) andere Agonisten in niedriger Dosierung nur
eine reduzierte Aggregation und ATP-Sekretion ausldsen konnten. Diese Ergebnisse
sprechen fur die positive Feedback-Rolle von TXA2 (128). AuRerdem schreiben Brian Estevez
et al. in ihrem Review, dass Kollagen normalerweise die Freisetzung von TXA2 bzw. ADP
induziere (159). Kollagen bedingt also die Freisetzung sekundarer Agonisten, die dann die
Kollagen-induzierte Aktivierung verstarken und vervollstandigen. Wenn die TXA2-Bildung
durch die ASS-Therapie also wegfallt, ist die Gesamtreaktion der betroffenen Thrombozyten
auf Kollagen konsekutiv verringert.

3.) Um auch die Thrombinrezeptor (PAR-1)-vermittelte Aggregation zu untersuchen, wurde
das PAR-1 aktivierende Peptid TRAP-6 eingesetzt. Beim Vergleich der
Aggregationsergebnisse nach Gabe der niedrig dosierten Agonisten TRAP-6 und Kollagen,
fiel nur eine dezent hdhere thrombozytare Aggregationsfahigkeit nach Gabe von
10 uM TRAP-6 im Vergleich zu 2 pg/ml Kollagen auf. Demgegenuber reproduzierte die
Mehrheit der Patienten nach Gabe von 50uM TRAP-6 auffalig hdéhere
Aggregationsmedianwerte, die sogar den Cut-Off-Wert von 60 % erreichten (jedoch nicht die
Kontrollmedianwerte), als nach Gabe von 10 pg/ml Kollagen. Bei niedrigeren TRAP-6
Konzentrationen scheint der Einfluss von ADP und TXA2 demnach gréfker zu sein, als bei
hohen TRAP-6 Konzentrationen. Prinzipiell scheint der PAR-1 Signalweg, im Gegensatz
zum Kollagen-Signalweg, aber nicht beeintrachtigt zu sein. Daher scheint vielmehr die
PAR-1-vermittelte Thrombozytenaktivierung relevant fiir einen moglichen hyperaktiven
Thrombozyten-Phanotyp bei der ET zu sein.

In bisherigen Studien wurde eine Hyporeaktion von ET-Thrombozyten auch auf hoch
dosiertes Kollagen noch nicht beschrieben. Nur im Zusammenhang anderer MPNs oder
MDSs wurde eine gestdrte Aggregation auf hoch dosiertes Kollagen beschrieben.
Beispielsweise detektierten Sylvia Bellucci et al. bei einem MDS- sowie CLL-Patienten eine
beeintrachtigte Kollagen-induzierte Thrombozytenaktivitat, welche im Zusammenhang mit
einem Defekt im GPVI-Kollagenrezeptor gekoppelten Signalweg stand (161). Es kdnnten
demnach auch bei der ET mogliche Kollagensignalwege defekt sein; primar der

GP-VI-vermittelte Weg oder aber die Rezeptoren GP-VI bzw. Integrin a231 kdnnten vermindert
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auf der Thrombozytenoberflache exprimiert sein. Dies wurde in einem anderen
Forschungsprojekt in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Jurk mittels Durchflusszytometrie
untersucht.

Ein fir den gestorten Kollagensignalweg ursachlichen GPVI-Defekt bei ET-Thrombozyten
konnte in meiner Arbeit mit meinen Methoden nicht bestatigt werden. Zwar zeigten sich die
Kollagen-induzierten Aggregations- und ATP-Sekretionsleistungen der meisten ET-Patienten
als beeintrachtigt, jedoch waren die Thrombingenerierungs-Reaktionen in den
CAT-Messungen auf den Agonisten Convulxin, welcher ausschlieRlich den GPVI-Rezeptor
(161, 162) stimuliert, grofitenteils nicht entsprechend auffallig.

Eine Besonderheit zeigte der Patient P4 (JAK2V617F Mutation, ohne ASS-Therapie), bei
dessen Thrombozyten die niedrige Kollagenkonzentration sogar unverhaltnismaflig hohe
Aggregationswerte von 78 % provozierte (die Ergebnisse nach Gabe von 10 pg/ml waren
allerdings fast identisch). Das ist sogar mehr als die ,Kontrollen ohne ASS* im Median
erreichten (35 %) und koénnte flr einen reaktiveren Zustand von Thrombozyten bei der ET
sprechen.

Die Kontrollthrombozyten zeigten auf die niedrige TRAP-6-Konzentration eine &hnliche
Reaktion wie auf die niedrige Kollagenkonzentration. Vergleichbar verhielt es sich mit den
jeweils hoheren Konzentrationen. Die Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* zeigten in
beiden Fallen im Median wieder eine dezent geringere Aggregationsleistung als die der
.Kontrollen ohne ASS*. Diese geringere Aggregationsleistung der Kontrollthrombozyten unter
ASS-Therapie bestatigten schon Lit-Fui Lau et al. (95) in ihrem Paper von 1994. Es besagt,
dass TRAP-6 als synthetisches Peptid in Abwesenheit von sekundaren Mediatoren wie TXA2

(durch den hemmenden ASS-Einfluss) keine vollstandige Aggregation auslosen kdnne.

5.2.1.3 Gestorte thrombozytare ATP-Freisetzung von Patienten mit ET im 1. FU
Beim Vergleich der Kontrollgruppen untereinander fiel eine einheitliche Tendenz auf. Ob nach
Zugabe von hochdosiertem Kollagen (10 ug/ml) oder TRAP-6 (50 pM), die Thrombozyten der
»Kontrollen mit ASS* zeigten im Median eine geringere Reaktion (wie auch in den Ergebnissen
der maximalen Aggregation) bzw. setzten kleinere Mengen an ATP frei als die der ,Kontrollen
ohne ASS*. Dies spricht abermals fir eine ASS-Sensitivitat des Kollagensignalweges und
auch des PAR1-Signalweges, der durch TRAP-6 initiiert wird. Selbst die hohe Kollagendosis
von 10 pyg/ml kann die durch ASS beeinflussten Thrombozyten nicht mehr vollstandig
aktivieren und zur adaquaten Granula- bzw. ATP-Freisetzung flhren. Dies spricht fir eine
Kopplung bzw. einen Feedback-Mechanismus von TXA2 (dessen Bildung durch ASS
gehemmt wird) und dem thrombozytaren Kollagensignalweg, was letztlich die

Granula-Freisetzung ausldst.
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Die insgesamt gering ausfallenden Reaktionen der Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* auf
TRAP-6 decken sich, wie bereits oben erwahnt, mit den Erkenntnissen von Lit-Fui
Lau et al. (95). Sie besagen, dass in Abwesenheit von sekundaren thrombozytaren
Mediatoren — wie in diesem Fall TXA2 (pharmakologische Reduktion durch die
ASS-Therapie) — TRAP-6 keine vollstandige Aktivierung und Signaltransduktion auslésen
kénne. Demnach fielen in unseren Versuchen die ATP-Freisetzung (hier statistisch signifikant
auffallig, p = 0,0409, Unpaired T-test) wie auch die Aggregation nach TRAP-6-Gabe bei den

.Kontrollen mit ASS* im Median tendenziell geringer aus als bei den ,Kontrollen ohne ASS*.

Bei Betrachtung der ATP-Freisetzung von Patiententhrombozyten nach Zugabe einer hohen
Kollagendosis (10 pg/ml) und TRAP-6-Dosis (50 uM) setzten die
JAK2V617F-Patienten +/— HU statistisch nennenswert niedrigere ATP-Mengen frei (genauso
wie die ,Kontrollen mit ASS") als die ,Kontrollen ohne ASS“. Die CALR-Patienten +/— HU
zeigten tendenziell ahnliche Ergebnisse wie die JAK2V617F-positiven Patienten, wenn nicht
sogar tendenziell leicht niedrigere Werte.

Hoher konzentriertes TRAP-6 (50 uM) erzeugte jedoch in allen Gruppen eine durchschnittlich
héhere ATP-Freisetzung als hoch konzentriertes Kollagen (10 uM). Alle Patientengruppen
zusammengenommen haben durchschnittlich (bei Vernachlassigung der zwei Ausreil’er P4
und P7 in den JAK2V617F-Gruppen nach 10 ug/ml Kollagengabe) nach Gabe von 50 uyM
TRAP-6 eine mehr als doppelt so grole Menge an ATP im Median freigesetzt als nach
10 ug/ml Kollagen. Auch das spricht dafiir, dass bei ET-Patienten die PAR-1-vermittelte
Thrombozytenaktivierung relevanter fur den hyperaktiven Thrombozyten-Phanotyp bei der ET
zu sein scheint und hochkonzentriertes Kollagen sich nicht als Agonist zur Ermittlung
der thrombozytaren ADP-Sekretion eignet (weil hierbei keine ausreichende Aggregation

von >60 % erzielt werden konnte).

Durch die gleichzeitige Bestimmung der Aggregation und der ATP-Freisetzung nach Zugabe
des in unseren Versuchsergebnissen potentesten Agonisten TRAP-6, (welcher in hoher
Konzentration auch respektable, beinahe kontrollahnliche Aggregationen bei den
ET-Thrombozyten ausldste), konnten Ruckschlisse auf einen mdglichen 6-SPD gezogen
werden. In unseren Ergebnissen setzten alle Patientengruppen im Median tendenziell
geringere ATP-Mengen frei im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Hierbei setzten sogar die
JAK2V617F-positiven Patiententhrombozyten (+/—HU) statistisch aufféllig niedrigere
ATP-Mengen frei als die Thrombozyten der ,Kontrollen ohne ASS*, jedoch nicht als die der
.Kontrollen mit ASS*, die aufgrund der Ubereinstimmenden ASS-Medikation die passendere
Vergleichsgruppe ware. Hierdurch kann zwar kein direkter Schluss auf einen 6-SPD gezogen
werden, die Tendenzen weisen jedoch durchaus auf einen mdglichen thrombozytaren 6-SPD
oder einen generellen Sekretionsdefekt in beiden Mutationsgruppen hin. Wichtige

erganzende Methoden zur Detektion eines quantitativen &-Granula-Mangels ware
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beispielsweise die Evaluierung mittels Whole Mount Elektronenmikroskopie (Goldstandard)
und zur Detektion qualitativer Defekte (also eines Mangels an Inhaltsstoffen (ATP/ADP,
Serotonin) der &-Granula) ein durchflusszytometrischer Assay unter Verwendung von
Mepacrine. Diese beiden Methoden wurden von Frau Dr. med. | I in der AG Jurk mit
dem gleichen Patientenkollektiv durchgefuhrt. Zur Bewertung eines moglichen quantitativen
GPVI-Rezeptordefektes untersuchte hingegen parallel Frau Anna Walther die
Thrombozytenoberflachenexpression des  GPVI-Rezeptors unserer gemeinsamen
ET-Patienten im 1. FU.

5.2.1.4 Auffalligkeiten im thrombozytaren Aggregations- und
ATP-Freisetzungsverhalten von ET-Patienten im Verlauf vom EE zum
1. FU
Im einjahrigen Verlauf der ET-Krankheit unserer Patienten von der Erstuntersuchung zum
1. FU konnten zwar die Thrombozytenkonzentrationen bei der Mehrheit der Patienten (mit und
ohne Therapiewechsel/klinischer Veranderung) nach einem Jahr in den Kontrollbereich
gesenkt werden, jedoch konnten keine deutlichen Veranderungen in der thrombozytéaren
Aggregation und ATP-Freisetzung nach einem Jahr im Vergleich zum EE beobachtet
werden. Die Ergebnisse lagen jeweils im 1.FU agonistenunabhangig weiterhin
groBtenteils unterhalb der Kontrollreferenzen. Dies wirde zum einen das Modell
(Jan J. Michiels et al.(154)) der in vitro ,ausgebrannten® Thrombozyten nach in vivo
Voraktivierung bei ET-Patienten unterstitzen oder zum anderen die Hypothese bestatigen,

dass viele ET-Patienten einen thrombozytaren 6-SPD vorweisen.

Grundsatzlich zeigten die Thrombozyten der Patienten, die in der Zeit keine klinische oder
therapeutische Verdanderung hatten, in ihrer Fahigkeit zur Aggregation und ATP-Sekretion
im 1. FU nach Zugabe einer hohen Kollagenkonzentration (10 ug/ml) mehrheitlich sinkende
Tendenzen, nach Zugabe einer hohen TRAP-6-Konzentration (50 uM) hingegen groltenteils
steigende Tendenzen. Wobei auch hier manche Patienten zwar eine erhdohte Aggregation
verzeichnen konnten, dafiir aber weniger ATP sezernierten und umgekehrt. In beiden
Versuchen lagen die Ergebnisse der Patienten im 1. FU trotz einjahriger gleichbleibender
Therapie weiterhin persistierend mehrheitlich unterhalb der Kontrollreferenzen, wobei es fir
JAK2V617F-positive Patienten keinen statistisch auffalligen Unterschied mehr nach
Stimulation mit hoher TRAP-6 Konzentration im Vergleich zu den Kontrollgruppen gab.

P4 (JAK2V617F, kein ASS) war der einzige Patient, dessen Thrombozyten nach Gabe der
hochdosierten Agonistenkonzentrationen recht konsequent im EE (meistens) und im 1. FU
(immer) kontrollahnliche Ergebnisse in der Aggregation sowie ATP-Freisetzung erzielen
konnten und damit groRtenteils auch héhere Thrombozyten-Reaktivitdten als die meisten

anderen Patienten zeigte. Die klinischen Parameter des P4 spiegelten im Grof3en und Ganzen
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jedoch nicht diese kontrolldhnliche, grétenteils sogar erhdhte Thrombozytenaktivitat bei der
primaren Hamostase wider. Der Patient zeigte namlich weder anamnestisch Thrombosen oder
MZS, noch eine erhdhte Thrombozytenkonzentration im EE oder 1. FU. Stattdessen zeigten
sich vielmehr Besonderheiten in Parametern, die fir eine erhéhte Blutungsneigung sprechen
mussten, wie ein anamnestisches Blutungsereignis (Divertikelblutung 2006), eine verminderte
Erythrozytenkonzentration sowie ein zu niedriger Hamatokritwert (34,7 %, einziger
JAK2V617F-positiver Patient mit zu niedrigem Hkt-Wert) im 1. FU. P4 war allerdings einer der
wenigen Patienten, der neben der HU-Therapie im EE und 1. FU, kein ASS einnahm. Dies
wlrde in geringem MalRe durchaus die hohere thrombozytare Aggregations- und
ATP-Sekretionsleistung erklaren, jedoch nicht, dass diese teils sogar héher als die der
,Kontrollen ohne ASS* (Median) war. Zudem Iasst sich hier die Vermutung einer Remission
unter HU-Therapie aufstellen, deren Auftreten bereits von Ricksten et al. (163) beschrieben
wurde. Explizit beschrieb die Arbeitsgruppe eine Senkung der JAKZ2-Allellast unter
HU-Therapie. Was dieses Phanomen genau fur die Reaktivitat der Thrombozyten bzgl.
Aggregations- und ATP-Freisetzungsfahigkeit bei ET-Patienten schlussfolgernd bedeuten
konnte, wurde nicht beschrieben.

Eine weitere Ausnahme unter den Patienten stellte P1 dar, der weder nach Kollagen- noch
nach TRAP-6-Zugabe eine thrombozytare ATP-Sekretion im EE und 1. FU zeigte. Seine
Thrombozyten aggregierten bei Agonistenzugabe auch nur vermindert (max. Aggregation
unter 50 %) mit jeweils sinkender Tendenz im 1. FU. Da hier keinerlei ATP-Sekretion stattfand,
liegt die Vermutung eines 6-SPD nahe. Normalerweise hatte jedoch wenigstens eine geringe
Menge an ATP gemessen werden mussen, da trotz moglichem &-SPD auch ein zytosolischer

ATP-Pool vorhanden ist. Schlussfolgernd mussten hier die Ergebnisse reevaluiert werden.

Die vier Patienten, bei denen sich im Ein-Jahres-Follow-up eine klinische bzw.
therapeutische Veranderung ergab, lagen im 1.FU mit ihren Ergebnissen der
thrombozytaren Aggregation und ATP-Sekretion nach Kollagen- wie auch TRAP-6-Zugabe
ebenso mehrheitlich immer noch unterhalb der Kontrollreferenzen, mit uneinheitlichen
sinkenden oder steigenden Tendenzen im Vergleich zum EE.

Eine Ausnahme stellte Patient P12 dar, der als einziger Patient einen Therapiewechsel von
HU auf pegINFa erhielt. Bei ihm stieg die Thrombozytenaggregation im 1. FU nach Zugabe
von 10 pyg/ml Kollagen relativ um etwa 80 % im Vergleich zum Ausgangswert an und erreichte
damit das Kontrollreferenzniveau. Auch nach hochdosierter TRAP-6 Zugabe zeigten die
Thrombozyten von P12 eine Aggregationssteigung, jedoch nicht bis in den Referenzbereich.
Der Patient nahm von 2006 bis 2017 HU ein, wurde aber bereits 2016 in die Studie
aufgenommen. Seine erste Untersuchung fur den EE war folglich unter HU Therapie. Die FU
Untersuchung erfolgte erst Ende 2017, sodass der Patient bereits ca. 7 Monate vorher seinen
Wechsel von HU auf pegINFa hatte. Auch die Thrombozytenkonzentration von P12 fiel zum

1. FU drastisch. Die Ergebnisse sprechen eindeutig fiir ein besseres Ansprechen durch
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den Therapiewechsel, wodurch auch die Thrombozytenfunktion augenscheinlich
verbessert wurde.

Da unsere Patientin P10 neben dem Wechsel der Therapie von HU auf Anagrelid im Laufe
des 1.FU-Jahres noch ein invasives Mamma-Karzinom entwickelte — das mit
Aromatasehemmern (Letrozol) adjuvant behandelt wurde — waren Veranderungen im
Hamostase-System vom EE zum 1.FU wahrscheinlich. Karzinome (und eine
Antihormontherapie wie Letrozol (164)) bergen ein erhdhtes Thromboserisiko. Denn bei gut
15 % der onkologischen Patienten liegen hamostatische Abnormalitaten und bei fast 100 %
eine subklinische Gerinnungsaktivierung vor (165-167). Auffallig war bei P10 nach Gabe von
50 uM TRAP-6 die deutliche Verminderung der Aggregationsfahigkeit im 1. FU von 77 % auf
37 % sowie die hingegen deutliche Steigerung der ATP-Freisetzung im 1. FU um Uber das
Doppelte, wobei die Ergebnisse weiterhin deutlich unterhalb der Kontrollreferenzen lagen.
Trotz einer Karzinomentwicklung liegt demnach bei P10 keine Entwicklungstendenz der
Thrombozyten zur prothrombotischen Funktion vor.

Die Thrombozyten der Patienten mit einem Krankheitsprozess zur Post-ET-Myelofibrose
(P9: JAK2V617F; P13: CALR) zeigten in der Aggregation nach TRAP-6 Zugabe im 1. FU keine
nennenswerte Veranderung zum EE. Ein 2. und 3. FU zur Verlaufsbeobachtung ware flur diese

Patienten sinnvoll.

Zusammenfassend konnte mittels Lumi-Aggregometrie ein tendenziell iiberwiegend
persistierend hypofunktionelles Thrombozytenprofil bei unseren ET-Patienten ein Jahr
nach dem EE festgestellt werden. Innerhalb diesen Zeitraums traten hierdurch jedoch keine

vermehrten Blutungsdiathesen auf.
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5.2.2 Dysfunktionen in der Thrombingenerierung von Patienten mit
ET

Die Erkrankung ET geht haufig mit einer gestérten Gerinnung einher, die sich in
thrombotischen oder hamorraghischen Komplikationen &aufRern kann (1). Daflr sind
verschiedene und noch besser zu erforschende Funktionsstérungen der Thrombozyten
verantwortlich. Aber auch andere Blutzellen scheinen bei der ET in ihrer Funktion verandert
zu sein, u.a. die Monozyten, die die Hauptquelle des intravaskularen Gewebefaktors (tissue
factor, TF) (67, 108) darstellen und damit entscheidend an der Thrombingenerierung als Teil
der Hamostase beteiligt sind.

Thrombin steht als Gerinnungsenzym im Mittelpunkt des aktuell giltigen Hamostasemodells
von Dougald M. Monroe und Maureane Hoffman: das Modell der =zellbasierten
Thrombingenerierung (64). Die quantitative Bestimmung der Thrombingenerierung in der ET
hat in den letzten Jahren an Bedeutung zugenommen. Sie etablierte sich laut Romeo-Gabriel
Mihaila als ein geeigneter Biomarker zur Thromboserisiko-Ermittlung in philadelphia-negativen
MPN, da sie die Balance zwischen pro- und antikoagulanten Faktoren besser als die
herkdommlichen Risikofaktoren (z.B. Alter >60 Jahre, JAK2V617F Mutation,
Thromboseanamnese, Leukozytose, kardiovaskulare Risikofaktoren) reprasentiere (133). Fur
angeborene oder erworbene Neigungen zu vendsen Thrombosen oder Blutungen gilt: Je
héher die Thrombinbildung, desto gréRer ist das Thromboserisiko und je geringer die
Thrombinbildung, desto groRer ist das Blutungsrisiko, aber desto kleiner auch das
Thromboserisiko. Fur arterielle Thrombosen sind diese Gesetzmaligkeiten weniger
eindeutig (168).

Da die klinische Bedeutung des thrombozytdren Thrombingenerierungspotentials bei
ET-Patienten bisher unzureichend bekannt ist, wurde im Rahmen dieser Dissertation die in
vitro Thrombingenerierung (anhand verschiedener Parameter) von ET-Patienten mit einer
JAK2V617F- oder einer CALR-Mutation im 1. FU analysiert und vergleichend gesunden
Kontrollprobanden gegenulbergestellt.

Mithilfe der CAT wurde die plasmatisch induzierte (mit PFP) sowie die Thrombozyten- und
Monozyten-induzierte Thrombingenerierung bestimmt. Die CAT kann anhand verschiedener
Parameter einen sehr guten Uberblick tber die Thrombingenerierungskapazitat des
untersuchten Blutes geben. Fur die Messungen verwendeten wir zum einen PFP und PRP,
zum anderen isolierte Thrombozyten sowie extrahierte MNC jeweils resuspendiert in
autologem PFP und gepooltem PFP von gesunden Kontrollen. Die Messungen in PFP dienten
der Aufdeckung von Stérungen plasmatischer Gerinnungsfaktoren und kdnnten zudem den
Einfluss antikoagulierender Medikamente aufdecken. Die Messungen in PRP sollten die
nahezu physiologische Thrombozyten-abhangige Thrombingenerierung darstellen. Mit der

gesonderten Messung der Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten zielte man darauf ab,
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den Einfluss des Patientenplasmas (durch den Vergleich in Kontrollplasma) auf die
Thrombingenerierung der ET-Patienten zu evaluieren. Zusatzlich wurde die
Thrombingenerierung  extrahierter MNC gemessen, um eine der wichtigsten
TF-prasentierenden Zellen (sprich die Monozyten) im Geschehen der gesamten Koagulation
zu untersuchen und deren méglicherweise gestérte Funktion bei ET-Patienten zu evaluieren.
Als Gerinnungstrigger wurden TF, Thrombin und Convulxin verwendet. TF ist physiologisch
der entscheidende Faktor, der den Gerinnungsprozess initiiert (17). Thrombin wirkt mit seinem
Feedbackmechanismus potenzierend auf seine eigene Produktion und die Hamostase (57,
76). Es aktiviert den Faktor V, VIII, Xl und Protein C (134, 169) und zeigt damit pro- und
antikoagulante Funktionen, die insgesamt der Regulierung der Gerinnungskaskaden dienen
(170, 171). Convulxin bindet mit hoher Affinitat in Gegenwart von Ca?* an den thrombozytaren
GPVI-Kollagenrezeptor, woraufhin es zur Thrombozyten-Aggregation kommt (98). Au3erdem
wurde eine Messung ohne Zugabe von Gerinnungstriggern durchgefuhrt, um einen Eindruck
von der basalen Thrombingenerierung in Gegenwart von Ca?* -lonen in hoher Konzentration

erhalten zu kdonnen.

Die Thrombingenerierungskapazitat konnten wir mithilfe der CAT anhand von verschiedenen

Parametern evaluieren:

,Lag time“ Die Verzdgerungszeit bis zum Beginn der Thrombingenerierung in

Minuten. Initiierungsphase der Blutgerinnung (172)
»1ime to peak®: Die Zeit bis zum Erreichen des Thrombinpeaks in Minuten

»1hrombin peak®: Die im Verlauf der Messung maximal gemessene

Thrombinkonzentration in nM

ETP: Endogenes Thrombinpotential. Die generierte Thrombinkonzentration

Uber den gesamten gemessenen Zeitraum in nM x min

Hierbei gilt der Parameter ,Thrombin peak® als am sensitivsten und das ETP am stabilsten
gegenuber Schwankungen der Thrombingenerierung (168). Die ,Lag time* ist im Prinzip mit
der Blutungszeit gleichzusetzen und entspricht der Verzogerungszeit bis zum Beginn des
,Thrombin bursts®, bei dem direkt schon zu Beginn des Anstiegs der Kurve ein Blutgerinnsel
entsteht (168). Die ,Lag time* spiegelt allerdings demnach nicht den wichtigsten Part der
Gerinnung wider, denn der gréte Teil des Thrombins entsteht erst danach und Thrombin hat
weitaus mehr Funktionen als nur die Fibrinbildung (168). Mithilfe der ,Lag time® kdnnen gut
Ruckschlusse auf eine mogliche Voraktivierung der Thrombozyten gezogen werden. Viele
Studien weisen darauf hin, dass Thrombozyten im Blut von MPN-Patienten (insbesondere von
JAK2V617F-positiven Patienten) in einem aktivierten und demnach prokoagulanten Zustand

zirkulieren (80). Mittels der hier genutzten Methoden kdnnen jedoch nur Ableitungen, aber
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keine spezifischen Aussagen uber einen prokoagulanten Zustand der Thrombozyten gezogen
werden. Als Mitglied unserer Arbeitsgruppe (AG Jurk, CTH Mainz) hat Frau Anna Walther
hierzu umfassendere Untersuchungen mittels FACS durchgeflihrt, um den Aktivitatszustand
der Thrombozyten anhand der auf ihrer Oberflache exprimierten negativ-geladenen

Phospholipid-Komplexe zu evaluieren.

5.2.2.1 Die plasmatische Thrombingenerierung der ET-Patienten

Da PPP nicht komplett frei von Thrombozyten ist, wurde PFP eingesetzt, um unterschiedliche
Einflisse von prokoagulatorischen und antikoagulatorischen Faktoren auf die plasmatische
Thrombingenerierung in vitro von Patienten und Kontrollen besser beurteilen zu kénnen. Da
die Messungen im PPP erfahrungsgemald gut geeignet sind, um Stérungen von
Gerinnungsfaktoren (auf3er Faktor XIll) und die Wirkung von Antikoagulantien
aufzudecken (129), erhofften wir uns bei Verwendung von PFP statt PPP eine insgesamt noch
bessere Bewertbarkeit diesbezuglich.

Thrombotische Komplikationen in der ET sind teilweise den Funktionsstérungen von
naturlichen Antikoagulantien geschuldet (173). In Studien wie beispielsweise der von
Katarzyna Ziolkowska et al. (173) zeichnete sich in ET-Patienten ein quantitativer Mangel an
Protein C (v.a. bei JAK2V617F-positiven ET-Patienten) und Protein S ab, welcher zu einer
Koagulopathie mit Thrombophilie fiihrt. AuRerdem trat ein Uberschuss an ,Tissue Factor
Pathway Inhibitor” (TFPI) auf, was auf einen moglichen Kompensationsmechanismus der
(durch TF ausgeldsten) prothrombotischen Aktivitat in ET-Patienten hinweisen kdnnte (173).
Widersprichlich hierzu sind die Ergebnisse von Marchetti et al. von 2008, welche hingegen
ein reduziertes Aufkommen von TFPI vor allem in JAK2V617F-positiven ET-Patienten

nachwiesen (174).

5.2.2.1.1 KONTROLLAHNLICHE THROMBINGENERIERUNG IM

PLATTCHEN-FREIEN PLASMA DER ET-PATIENTEN IM 1. FU
Nach Zugabe von PPP-Reagenz (5 pM TF und 4 pM Phospholipiden) wurden die
Thrombingenerierungswerte in PFP der verschiedenen Patienten- und Kontrollgruppen
gemessen. Es wurden keine statistisch nennenswerten Unterschiede in den
Median-Werten fir "Lag time" und "Time to peak"” zwischen den Patienten- und
Kontrollgruppen festgestellt. Die JAK2V617F-positiven Patienten hatten dhnliche Werte wie
die Kontrollgruppen, wahrend die CALR-positiven Patienten tendenziell etwas langere Zeiten
bendtigten als die JAK2V617F-mutierten Gruppen und die Kontrollgruppen mit und ohne ASS
in PFP.

Ebenfalls wurden keine statistisch nennenswerten Unterschiede in den Median-Werten

fiir ,,Thrombin Peak” und ETP zwischen Patienten- und Kontrollgruppen festgestelit.
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Von den JAK2V617F-positiven Patienten verhielten sich diejenigen ohne eine HU-Therapie
kontrollahnlich, wohingegen die mit einer HU Therapie tendenziell (nicht statistisch auffallig)
héhere Werte flr beide Parameter zeigten. Man kénnte vermuten, dass die HU-Therapie
die plasmatische Thrombingenerierung bei JAK2V617F-Patienten tendenziell erhohen
kann. Marina Marchetti et al. (172) fassten jedoch auch zusammen, dass die HU-Therapie
sich nicht signifikant auf den ,Thrombin peak® und das ETP der plasmatischen TG bei
ET-Patienten auswirken wirde. Die CALR-positiven Gruppen wiesen eine entgegengesetzte
Tendenz in den zwei Parametern ,Thrombin peak® und ETP auf. Erreichte das Plasma des
»,CALR +HU" (P11) Patienten zwar einen geringeren, aber kontrollahnlichen (genauso wie die
JAK2V617F —HU”  Gruppe), ,Thrombin peak® als die ,CALR-HU® Gruppe (wiesen
vergleichbare Werte wie ,JAK2V617F +HU” Gruppe auf), so konnte es trotzdem ein
tendenziell hdheres ETP als die ,CALR —HU* Gruppe (wie die ,JAK2V617F —HU” Gruppe mit

kontrollahnlichem ETP) erzielen.

Insgesamt fiel beim Ergebnisvergleich der plasmatischen TG-Kurve der ,Kontrollen mit“ und
,ohne ASS* in den vier Parametern kaum ein Unterschied auf. ASS inhibiert das Enzym COX1
der Thrombozyten. Diese sind im PFP aber nicht vorhanden, weshalb es hier keinen
therapeutischen Effekt von ASS im PFP geben kann. Auch die Patientengruppen haben
zusammenfassend keinen statistisch nennenswerten Unterschied in ihrer plasmatischen TG
im Vergleich zu den gesunden Kontrollgruppen gezeigt. Weder Mutationstyp noch die
ASS-Therapie beeinflussten augenscheinlich die TG-Parameter. Man konnte daraus
schlieen, dass bei den ET-Patienten keine qualitativen oder quantitativen Mangel an I6slichen
Gerinnungsfaktoren (z.B. Prothrombin und Faktor V) bzw. héhere Konzentration bestimmter
Inhibitoren (z.B. TFPI) vorliegen und dass die Komplikationen der ET schlussfolgernd vielmehr

auf den zellularen Teil der TG zurtickzufihren sind.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von Marina Panova-Noeva ef al. 2011.
Deren und die Methoden dieser Arbeit sind gut vergleichbar, da auch Panova-Noeva et al.
mittels CAT die TG in PFP — getriggert durch TF (1 pM)- und Phospholipid (4 uM)- Zugabe —
gemessen haben. Die Forschergruppe fanden keinen statistisch signifikanten Unterschied in
den TG-Parametern ,Lag time* und ,Thrombin peak“ zwischen ET-Patienten (unabhangig der
HU-Therapie oder des JAK2V617F-Mutationsstatus) und gesunden Kontrollen.

Demgegenuber gab es jedoch auch Studien mit gegenteiligen Ergebnissen, wie
beispielsweise die von Marina Marchetti et al. 2014 (172). Zum einen sagen diese aus, dass
das PFP von ET-Patienten eine hdhere TG zeige als das der Kontrollen. Dies sei mitunter
damit assoziiert, dass bei ET-Patienten im PFP  erhohte Level von
FVlla/Antithrombin-Komplexen (gilt als indirekter Marker fur die TF-Exposition und Hemmung
in vivo), Mikropartikel und Mikropartikel-assoziierten TF-Antigenen vorhanden seien (133,

172). Zum anderen fanden Marina Marchetti et al. heraus, dass bei ET-Patienten (v.a. mit
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JAK2-Mutation) reduzierte Mengen an Prothrombin, Gerinnungsfaktor V, freies Protein S und
TFPI vorliegen wirden (174), was konsequenterweise auch zu einer beeintrachtigten

plasmatischen TG der ET-Patienten beitragen koénnte.

5.2.2.2 Die thrombozytare Thrombingenerierung der ET-Patienten in PRP

5.2.2.2.1 TENDENZIELL VERLANGERTE ZEITPARAMETER BEI DER TG VON
PATIENTENTHROMBOZYTEN IN PRP IM 1. FU
Bei primarer Ergebnisbetrachtung der Parameter ,Lag time* und ,Time to peak” fielen beim
Vergleich der ,Kontrollen mit ASS* und ,Kontrollen ohne ASS* dhnliche Tendenzen auf. Die
Thrombozyten der ,Kontrollen mit ASS* zeigten basal sowie nach Agonistengabe insgesamt
bei beiden Parametern haufiger langere Zeiten als die ,Kontrollen ohne ASS*. Die Ausnahme
waren die Ergebnisse nach Zugabe von Thrombin. Interessanterweise generierten hier die
Thrombozyten der ,,Kontrollen mit ASS“ eine kiirzere ,Lag time“ sowie eine kiirzere
»Time to peak“ als die ,,Kontrollen ohne ASS*, obwohl ihr TXA2-Feedback-Mechanismus
durch ASS inhibiert sein musste. Auf dieses Phanomen wird bei der Evaluation der Parameter

» 1 hrombin peak® und ETP noch naher eingegangen.

Unter basalen Bedingungen zeigten alle Patientengruppen eine tendenziell verlangerte ,Lag

time“ und ,Time to peak” gegenuber den Kontrollen. Hierbei waren diese Parameter bei der
~JAK2V617F —HU* Gruppe im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen (mit/ohne ASS) schon
statistisch auffallig. Patiententhrombozyten, die ohne Triggerzugabe in vitro schnell Thrombin
generieren, also in einem voraktivierten bzw. prokoagulanten Status vorliegen, kann man hier
schlussfolgernd nicht erkennen. Man kdnnte allerdings besonders bei der ,JAK2V617F —HU*
Gruppe wieder die Theorie der ,ausgebrannten® (in vivo voraktivierten) Thrombozyten von Jan
J. Michiels et al.(154) als Erklarung fir die geringere TG in vitro gegenlber den
Kontrollthrombozyten aufstellen.

Obwohl die Agonistenzugaben (TF, Thr, Cvx, Thr+Cvx) bei allen Gruppen die beiden

Zeitparameter der TG-Kurven im PRP im Vergleich zur basalen Messung deutlich verkirzten,
zeigten die Patientengruppen immer noch groBtenteils tendenziell langere ,Lag
time“- und ,,Time to peak“-Werte als die Kontrollgruppen. Statistisch auffallig war dieser
Unterschied zu den Kontrollen wieder bei der ,JAK2V617F —-HU*“ Gruppe nach
Convulxin-Gabe sowie teilweise bei der kombinierten Thrombin-Convulxin-Gabe (hier nur
statistisch auffallig verlangert gegentber den ,Kontrollen ohne ASS®). Weshalb gerade die
Thrombozyten der ,JAK2V617F —HU“ Patienten (5 von 6 unter ASS-Therapie) nach
Convulxin-Gabe statistisch auffallig verlangerte Zeitparameter als beide Kontrollgruppen und
auch tendenziell verlangerte Zeiten gegenuber der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe zeigten, ist
unklar. Laut Marina Marchetti et al. missten hier eher umgekehrt die mit HU behandelten

JAK2V617F-Patienten therapiebedingt beeinflusste Zeitparameter zeigen (172). Andererseits
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konnte eine Hyporeaktion auf Convulxin den hier im Lumi-Aggregometer-Verfahren
evaluierten Hinweis auf einen Kollagensignalweg- bzw. Kollagenrezeptordefekt bei
ET-Patienten untermauern. Denn auch Convulxin aktiviert die Thrombozyten Uber den
GPVI-Kollagenrezeptor (98). Gianmarco Podda et al. (162) beschrieben in ihrem Review, dass
eine vollstandige Reaktion auf Kollagen, die zu einer Thrombozytenaggregation flhre, die

Interaktion beider Kollagenrezeptoren GPla/lla (Integrin a2(31) und GPVI erfordere.

5.2.2.2.2 AUFFALLIGKEITEN BEI DEN PARAMETERN ,THROMBIN PEAK®“ UND
ETP IN PRP

Die ,Kontrollen mit ASS* zeigten im PRP entsprechend der verlangerten ,Lag time® und ,Time
to Peak” auch einen niedrigeren , Thrombin peak” und ein niedrigeres ETP basal sowie nach
Agonistengabe (Aulinahme: Thrombingabe) im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne ASS*.
Hierbei war der ,Thrombin peak® nach Convulxin- wie auch nach kombinierter
Convulxin-Thrombin-Gabe bei den ,Kontrollen mit ASS* sogar statistisch auffallig niedriger.
Dies weist auf eine ASS-Sensitivitat der Convulxin-induzierten Thrombinamplifizierung
auf der Thrombozytenoberflache hin. Ahnliche Ergebnisse kénnten dann bei der Mehrheit der
Patienten erwartet werden, da die meisten auch unter ASS-Therapie standen. Allerdings
zeigte lediglich die ,JAK2V617F —HU" Gruppe nach Convulxin-Gabe ein statistisch auffallig
geringeres ETP bzw. nach kombinierter Thrombin-Convulxin-Gabe einen statistisch auffallig
geringeren , Thrombin peak® im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne ASS*.

Ausnahmen im Kontrollgruppenvergleich bildeten wieder die Ergebnisse nach Zugabe
von Thrombin. Insgesamt zeigten die ,Kontrollen mit ASS“ in PRP eine hohere
Thrombin-getriggerte thrombozytare TG als die ,,Kontrollen ohne ASS*.

Diese Ergebnisse lassen sich nicht vereinbaren mit den folgend beschriebenen
Studienergebnissen: Zum einen beschrieben P.A. Kyrle et al. schon 1987, dass ASS schon in
niedriger Dosierung (30mg/Tag) nach einwdchiger Einnahme zu einer Senkung der
Thrombingenerierung fuhren wirde (147, 175). AuRerdem berichteten Raul Altmann et al. von
einer verlangerten ,Lag time“ und ,Time to peak® nach ASS-Einnahme, wohingegen die
Parameter ,Thrombin peak“ und ETP unbeeinflusst blieben (176, 177). Zum anderen konnten
Marina Panova-Noeva et al. in ihrer groRen Studie 2018 (Teil der
Gutenberg-Gesundheitsstudie) keine Assoziation zwischen ASS-Einnahme und der
thrombozytaren TG feststellen (170). Ein gegenteiliger Effekt von ASS — insbesondere eine
Erhdhung der Thrombozytenaggregation nach Gabe von Thrombin — wurde in keiner nach
entsprechender Literaturrecherche identifizierten Studien explizit untersucht oder
nachgewiesen und bedarf daher weiterer wissenschaftlicher Prifung. Man kann jedoch die
Hypothese aufstellen — welche bereits in der Dissertation von Frau Dr. med. Alexandra Berkes
(geb. Walter) (AG Jurk, CTH Mainz) erlautert wurde —, dass ein mdglicher Zusammenhang

zwischen den Ergebnissen von Mareike Dohrmann et al. (86) und den von Anetta Undas (147)
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in ihrem Review zusammengefassten Fakten existieren konnte. Die Erkenntnisse der
Forschergruppen sind, dass ASS Proteine acetylieren kann ((147)), u.a. auch Fibrinogen und
Fibrin ((178)), die im acetylierten Zustand noch besser an CD36 binden kénnen (147). CD36
wird auf der Thrombozytenoberflache exprimiert und ist ein guter Rezeptor besonders fiir
Liganden wie Fibrin und Molekile mit schadensassoziierten molekularen Mustern
(DAMPs) (86). Diese Ligandenkomplexe mit CD36 kénnen nun thrombin-getriggert vermehrt
Gerinnungsfaktoren rekrutieren, die auf der Thrombozytenoberflaiche Tenase- und
Prothrombinasekomplexe bilden, wodurch die Thrombozyten wiederum verstarkt aktiviert
werden und Thrombin generieren (86). Da CD36 als ein wichtiger Verstarker der speziell
thrombin-induzierten thrombozytaren TG fungiert (86), konnte das vermehrte Aufkommen von
fehlgefalteten Proteinen oder veranderten Molekilen — z.B. durch ASS-vermittelte
Acetylierungen — die CD36-Aktivitat erhdhen und damit einen prokoagulanten Zustand
auslosen, der zu einer erhohten TG flihren wirde. Somit konnte man bei einer
ASS-Therapie moglicherweise eine verstarkte CD36-vermittelte Aktivitat feststellen und
folglich auf eine erhéhte thrombin-getriggerte TG, wie wir sie bei unseren ,,Kontrollen
mit ASS“ im Vergleich zu den ,,Kontrollen ohne ASS“ sehen konnten. AuRerdem kdnnte
die Inaktivierung von Antithrombin durch Acetylierung (179) durch ASS moéglicherweise
auch zu einer erhéhten thrombin-induzierten TG fiihren (147).

Ein Gegenargument liefert das Paper von Hua VM et al. (180). In diesem wird beschrieben,
dass ASS die Thrombozyten fir die Blockade von Cyclophilin D sensibilisiert und dadurch den
Grad der Hemmung der TG erhdht. Wirde man dieser Logik folgen, mussten jedoch die
Thrombozyten der Patienten oder Kontrollen unter ASS-Therapie auch Thrombin getriggert

eine niedrigere TG zeigen als Patienten und Kontrollen ohne eine ASS-Therapie.

Die Patientengruppen zeigten in den Parametern ,Thrombin peak® und ETP unter basalen
Bedingungen sowie nach Agonistengabe pauschal keine so klare Tendenz gegentber den
Kontrollen wie bei den verlangerten Zeitparametern ,Lag time“ und ,Time to peak®.
Beispielsweise waren die ETP-Werte der Patientengruppen nach TF-, Convulxin- und
kombinierter Convulxin-Thrombin-Zugabe tendenziell eher ahnlich bzw. oberhalb der der
Kontrollen. Basal und nach Thrombin-Zugabe hingegen lagen die ETP-Werte tendenziell
groltenteils eher ahnlich bzw. unterhalb der Kontrollen. Isoliert betrachtet zeigte die
»JAK2V617F +HU“ Gruppe im PRP deutlich eine groRtenteils tendenziell (teils auch
statistisch auffallig) hohere thrombozytare TG als die Kontrollgruppen. Statistisch
aufféllig war hier das TF- sowie Convulxin-Thrombin-induzierte groRere ETP der
~JAK2V617F +HU“ Gruppe gegenuber den ,Kontrollen mit ASS®. Hingegen zeigte die
~JAK2V617F —HU" Gruppe ein statistisch auffallig geringeres TF- sowie Convulxin-induziertes
thrombozytares ETP gegenlber den ,Kontrollen ohne ASS* und ein statistisch geringeres
Thrombin-induziertes thrombozytares ETP gegenlber beiden Kontroligruppen. In meinen

Ergebnissen im PRP konnte ich im Gegensatz zu Marina Panova-Noeva et al. 2011 (181)
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keine klare Tendenz eines erhohten TG-Potenzials von ET-Patienten (v.a. der
JAK2V617F-mutierten ohne HU) unter basalen Bedingungen oder nach TF-Gabe im

Vergleich zu den Kontrollen bestétigen.

5.2.2.2.3 AUFFALLIGKEITEN IN DER THROMBOZYTAREN TG VON
ET-PATIENTEN IM VERLAUF VOM EE ZUM 1. FU
Grundsatzlich zeigten die Thrombozyten der Patienten, die in der Zeit vom EE zum 1. FU
keine klinische oder therapeutische Veranderung hatten, nach diesem einen Jahr ein
mehrheitlich héheres TG-Potenzial (,,Thrombin peak“ und ETP) im Vergleich zum EE.
Die ,Lag time* zeigte sich insgesamt bei den Patientenplasmen mutations-, therapie- und
agonistenunabhangig gréfltenteils unverandert oder tendenziell kiirzer im 1. FU verglichen
zum EE und lag dabei Uberwiegend auf Kontrollebene oder immer noch tendenziell dartber
(verlangert). Allein unter basalen Bedingungen bot sich ein entgegengesetztes Bild mit den
groften intraindividuellen Unterschieden in der ,Lag time“ zwischen EE und 1. FU. Die meisten
Patientenplasmen zeigten hier eine insgesamt verlangerte Zeit gegenuber ihren Werten im EE
und den Kontrollgruppenwerten.
Die Parameter ,Thrombin peak® und ETP zeigten basal ein eher gemischtes Bild, wobei sich
der ,Thrombin peak” der Patientengruppen Uberwiegend nur gering zum 1. FU veranderte. Die
Ausnahme bildete hier das Plasma des Patienten P4 (JAK2V617F +HU), das den gréften
Anstieg des TG-Potenzials (,Thrombin peak und ETP) vom EE zum 1. FU unter basalen
Bedingungen verzeichnen konnte und dabei im 1. FU oberhalb des Kontrollbereichs lag.
Nach TF-Gabe und v.a. nach Convulxin- und kombinierter Convulxin-Thrombin-Gabe zeigten
die JAK2V617F-Gruppen therapieunabhangig im 1. FU ein viel héheres TG-Potenzial als im
EE. Dabei lagen die Werte der ,JAK2V617F +HU" Gruppe meistens teils innerhalb, teils auch
oberhalb des Kontrollbereiches und die JAK2V617F -HU" Gruppe insgesamt tendenziell eher
etwas niedriger. Die Thrombingabe verursachte bei den JAK2V617F-positiven Plasmen im
1. FU keine so grofien Veranderungen. Demgegenuber zeigte das PRP des Patienten P11
(CALR +HU) nach Thrombingabe im 1. FU ein sehr viel geringeres TG-Potenzial als im EE
und bei den anderen Agonisten jedoch meistens ein héheres TG-Potenzial; hierbei gehdrte
das generierte ETP im 1. FU zu den hochsten im Vergleich zu denen der anderen Patienten
und lag oberhalb der beiden Kontrollgruppenwerte. Im Gegensatz dazu zeigten das PRP der
Patienten P3 (JAK2V617F +HU) und P5 (JAK2V617F —HU) agonistenunabhangig im ETP
mehrheitlich sinkende Tendenzen im 1. FU (auRer basal). Im Parameter ,Thrombin peak®
verzeichneten sie aber tendenziell mehrheitlich eine Steigung basal und nach Agonistengabe
(Ausnahme: TF- und Cvx-Gabe). Die Thrombozyten des Patienten P4 (JAK2V617F +HU)
zeigten mehrheitlich eine steigende Tendenz im generierten ,Thrombin peak® (au3er nach
Thrombingabe) und ETP basal und auch agonistenunabhangig im 1. FU bis teils weit oberhalb

der Kontrollgruppenwerte und sind damit kongruent zu den ebenfalls erhéhten Ergebnissen im
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Chronolog. Eine mdgliche Remission unter HU bei P4 (JAK2V617F +HU) erscheint

zunehmend wahrscheinlich.

Zusammengefasst konnte ich bei allen Patientengruppen ohne klinischer oder
therapeutischer Verdnderung besonders nach Agonistengabe groftenteils eine
Tendenz zur insgesamt erhohten Thrombozytenfunktion — unabhangig von Mutation,
Therapie und Thrombozytenkonzentration — vom EE zum 1.FU beobachten, wobei vor
allem die ,,JAK2V617F +HU“ Gruppe haufig ein noch hoheres TG-Potential zeigte als die

Kontrollen.

Vier unserer Patienten zeigten im Ein-Jahres-FU eine klinische bzw. therapeutische
Veranderung. Dabei hatten alle eine Veranderung in ihrer Therapie, wobei P9 (JAK2V617F)
und P10 (JAK2V617F) von HU auf Anagrelid wechselten, P12 (CALR) von HU auf pegyliertes
Interferon-a und P13 (CALR) hingegen die zytoreduktive Therapie komplett absetzte.
P9 (JAK2V617F) und P13 (CALR) entwickelten zusatzlich zum 1. FU noch eine klinische
Veranderung in Form einer Post-ET-Myelofibrose. Obwohl alle vier Patienten den groBten
Abfall der Thrombozytenkonzentrationen im Vergleich zu den Patienten ohne klinischer
oder therapeutischer Veranderungen erzielten, spiegelten sich keine vergleichbaren
eindeutigen Anderungen in den Thrombozytenfunktionen in PRP im CAT wider. Die Patienten
zeigten namlich unterschiedliche Tendenzen in der Entwicklung der thrombozytaren TG vom
EE zum 1. FU. Die Thrombozyten von Patient P12 (CALR) zeigten unter basalen Bedingungen
die groften Unterschiede. Die "Lag time" war im 1. FU deutlich verlangert im Vergleich zum
EE und zu den Kontrollgruppen. Obwohl die Werte von "Thrombin peak" und ETP im 1. FU
kongruent dazu gesunken waren, ahnelten sie den Werten der Kontrollgruppen stark. Die
Agonisten-induzierte TG zeigte bei P12 (CALR) groBtenteils keine bedeutenden
Veranderungen vom EE bis zum 1. FU. Die Therapieanderung hatte wahrscheinlich bei
P12 (CALR) keine wesentlichen Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion, da die Werte
sowohl im EE als auch im 1. FU relativ nah an den Kontrollreferenzwerten lagen.

Unser zweiter Patient mit einer Therapiednderung, aber keiner klinischen Veranderung, war
P10 (JAK2V617F). Das PRP von P10 (JAK2V617F) zeigte hauptsachlich im generierten ETP
groRere Unterschiede vom EE zum 1.FU als das des P12 (CALR). Das ETP von
P10 (JAK2V617F) war im EE pathologisch erhdht und zeigte im 1. FU eine klar sinkende
Tendenz, sodass die ETP-Werte zwar nach Convulxin- und kombinierter
Thrombin-Convulxin-Gabe kontrollahnlich waren, jedoch nach TF- und alleiniger
Thrombingabe schon unterhalb der Kontrollen lagen. Die thrombozyten-abhangige TG bei
P10 (JAK2V617F) wurde also durch Anagrelid durchaus erfolgreich gesenkt,
moglicherweise UbermaRig. Bei der Diskussion der Ergebnisse von P10 (JAK2V617F) im
Lumi-Aggregometrie-Verfahren (siehe 5.2.1.4) wurde darauf eingegangen, dass die

ATP-Sekretion im 1. FU um Uber das Doppelte gestiegen ist (jedoch unterhalb der Kontrollen
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blieb) und dadurch auch die Amplifikationsphase bei der TG-Kurve im 1. FU schlussfolgernd
schneller und damit kiirzer sein kénnte als im EE. Die ,Lag time“-Werte von P10 (JAK2V617F)
haben sich jedoch zum 1. FU nicht verandert. Aulerdem stellten wir die Vermutung auf, dass
unsere Patientin P10 (JAK2V617F) mit einem Mammakarzinom im 1. FU eine erhéhte bzw.
veranderte TG zeigen musste, weil beispielsweise bereits Romeo-Gabriel Mihaila (133)
beschrieben hatte, dass Krebspatienten thrombotische Risikofaktoren wie erhéhte Mengen an
I6slichem TF und Mikropartikeln aufweisen wirden und Marina Panova-Noeva (182) eine
Thrombozyten-assoziierte Hyperkoagulabilitdt bei Personen mit aktiver Krebserkrankung
mittels TG-Assay nachgewiesen hatten. Vor diesem Hintergrund lieRen jedoch nur die
ETP-Werte im EE auf einen hyperreaktiven bzw. hyperkoagulanten Charakter der
Thrombozyten von P10 (JAK2V617F) schlieRen. Denn im 1. FU spiegelte weder die
plasmatische noch die thrombozytare TG von P10 (JAK2V617F) einen hyperkoagulanten
Charakter der Thrombozyten wider.

Auffallig war, dass die Patienten mit einem erfolgten Krankheitsprozess (P9, P13)
innerhalb ihrer Mutationsgruppe spatestens im 1. FU die kleineren TG-Potenziale generierten
(im Vergleich zu den Patienten, die nur eine Therapiednderung hatten) und paradoxerweise
trotzdem hier eine verbessernde Tendenz hauptsachlich in den Parametern ,Thrombin peak®
und ETP (agonistenunabhangig) prasentierten. Hierbei konnte nur P13 (CALR) im 1. FU
teilweise kontrollahnliche ETPs (nach TF-, Cvx- und Thr+Cvx- Gabe) erzielen.
Moglicherweise lasst sich die verbesserte (sich den Kontroligruppen anndhernde)
thrombozyten-abhangige TG allein auf die Therapiednderung und hauptséachlich das
Absetzen der HU-Therapie zuriickfiihren, weil eine Myelofibrose hingegen — laut
Alvarez-Larran et al. — eine Verschlechterung der Thrombozytenfunktion mit sich
bringen misste. Generell zeigte P9 (JAK2V617F) trotz leichter Erhdhung des
thrombozytaren TG-Potenzials im 1. FU nach Agonistengabe das geringste thrombozytare
TG-Potenzial (agonistenunabhangig) im Vergleich zu allen anderen ET-Patienten (wie bereits
oben erwahnt) und auch P13 (CALR) generierte im EE und 1. FU insgesamt ein kleineres
thrombozytares TG-Potenzial als die Kontrollen und insgesamt auch die kleineren Werte
innerhalb  der CALR-Gruppe mit Therapiewechsel. Die  Erkenntnisse von
Alvarez-Larran et al. (183) konnte man hier also trotz der Verbesserung im 1. FU als mdgliche
Bestatigung ihrer insgesamt verminderten TG-Potenziale heranziehen. Die Forscher
beschrieben eine geringere Thrombozytenaktivierung bei Myelofibrose-Erkrankten,
verwendeten allerdings andere Methoden, die zu diesem Ergebnis fiihrten. Zum einen
verwendeten sie enzymatische Immunosorbent-Assays (R&D Systems, Abingdon, UK),
mithilfe derer sie die Plasmaspiegel der |6slichen Thrombozytenaktivierungsmarker sP-
Selektin und sCD40L malfien. Zum anderen detektierten sie die P-Selektin Expression auf der
Thrombozytenoberflache mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dass P13 (CALR), obwohl an

einer Post-ET-MF erkrankt, im 1. FU keine so geringe thrombozytare TG zeigte wie P9
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(JAK2V617F, ebenfalls Post-ET-MF) oder andere ET-Patienten ohne Myelofibrose, passt nicht

in das erwartete Muster und bedarf weiterer Untersuchungen.

5.2.2.3 Plasmatauschversuch mit isolierten Thrombozyten im 1. FU

Meine Arbeitsgruppe fihrte erstmalig einen Plasmatauschversuch mit gewaschenen bzw.
isolierten Thrombozyten zunachst in autologem Plasma (Eigenplasma, EP) und dann in
Kontrollplasma (KP) durch. Das Ziel war, den Einfluss des plasmatischen Anteils auf die
zelluldre Thrombingenerierung wahrend der sekundaren Hamostase bei Patienten mit
essentieller Thrombozythdmie zu evaluieren und damit die Rolle des zellfreien Plasmas
(platelet-free plasma, PFP) bei mdglichen thrombotischen oder hamorraghischen
Komplikationen der Erkrankung besser beurteilen zu kdnnen. Laut Dielis et al. ergaben sich
wesentliche Einflisse auf die TG aus veranderten Konzentrationen relevanter Proteine wie
Gerinnungsfaktoren oder Hemmestoffe im Blutplasma sowie aus qualitativen Veranderungen in
der Proteinaktivitat. Durch die Plasmatauschversuche kann man indirekt Schlisse auf diese
moglicherweise veranderten Konzentrationen ziehen, also auf vermehrte pro- oder
antikoagulante Substanzen im Blutplasma der ET-Patienten.

Bisher existiert zwar Literatur zu den Messungen in autologem PFP, jedoch kaum Messungen
in Kontrollplasma (KP) in Anwesenheit gewaschener Thrombozyten. Damit wird die Grundlage
fur darauf aufbauende verbesserte Methoden und Versuche geschaffen. Primar werden die
Ergebnisse der einzelnen Gruppen (im 1. FU) im EP mit denen im KP verglichen, um den
Einfluss des plasmatischen Anteils auf die Thrombingenerierung der gewaschenen
Gruppenthrombozyten zu untersuchen. Hierbei konnten jedoch aufgrund der geringen
Patientenzahl nur mit den JAK2V617F-Gruppen sowie den Kontrollgruppen statistische
Vergleichstests zwischen EP und KP durchgefiihrt werden. Diese Vergleichstests zwischen
den Ergebnissen der JAK2V617F-Gruppen jeweils im EP zu KP fielen allesamt
statistisch unauffillig aus, weshalb im Folgenden lediglich von Tendenzen gesprochen
wird. AusschlieBlich die Thrombozyten der "Kontrollen ohne ASS" zeigten einen
statistisch auffalligen Unterschied zwischen den thrombin-induzierten ETPs in EP im
Vergleich zum KP.

Ein intraindividueller Vergleich vom EE zum 1. FU wurde bei den Messungen der TG isolierter
Thrombozyten in EP und KP nicht vorgenommen, da isolierte Thrombozyten meist mit dem
nativen Phanotyp von Thrombozyten im PRP nicht vergleichbar sind. AulRerdem konnte nicht
sichergestellt werden, dass im EE und 1. FU das gleiche KP verwendet wurde.

5.2.2.3.1 ,LAG TIME"“ UND ,TIME TO PEAK*
Bei den basalen Messungen ohne Zugabe von Triggersubstanzen fiel auf, dass die meisten
Gruppen im EP eine tendenziell kurzere ,Lag time* sowie ,Time to peak” generierten als im

KP. Nur die ,Kontrollen mit ASS* zeigten kaum Unterschiede im Plasmatausch.
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Die Gabe der Thrombozytenagonisten TF und Thrombin verkilrzte bei allen Patienten- und
Kontrollgruppen die ,Lag time* und , Time to peak® im Vergleich zur basalen Messung, wobei
die Medianwerte aller Gruppen im autologen Plasma im Vergleich zum KP dann jeweils auf
einem sehr dhnlichen Niveau lagen und somit keinen hinreichenden Unterschied zeigten im
Plasmavergleich. Zusammengefasst wurde also nach Agonistenzugabe wiahrend der
Initiierungsphase der thrombozytiaren TG aller Patienten- und Kontrollgruppen im
Plasmatausch weder statistische Auffilligkeiten noch eindeutige Tendenzen
aufgedeckt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das autologe Plasma der
ET-Patienten zumindest wahrend der Initiierungsphase keinen Einfluss auf die

thrombozytire TG hat.

Insgesamt zeigten die ,Kontrollen ohne ASS* plasmaunabhangig gréfitenteils kiirzere Zeiten
(,Lag time" und ,Time to peak®) als die ,Kontrollen mit ASS*. Statistisch auffallig war dieser
Unterschied bei beiden Zeitparametern im KP nach Gabe von TF. Diese verminderte Funktion
der mit ASS therapierten Thrombozyten entspricht auch den Ergebnissen gemessen in der
Lumi-Aggregometrie und in der CAT mit PRP (Ausnahme: nach Thrombingabe) und spricht
fur eine regelrechte durch ASS irreversibel inhibierte thrombozytare COX1, wodurch
schlussfolgernd auch plasmaunabhangig bei den mit ASS therapierten Kontrollprobanden ein
geringeres Thrombingenerierungpotenzial vorliegt. Wie bereits erwahnt, waren jedoch die
Ergebnisse der Zeitparameter der jeweiligen Kontrollgruppen im direkten Plasmavergleich (EP

zu KP) nicht statistisch auffallig.

Es wurde deutlich, dass die ,JAK2V617F +HU* Gruppe basal und nach Agonistengabe
groldtenteils plasmaunabhangig tendenziell (teils auch statistisch auffallig) kirzere
Zeitparameter zeigte als die ,Kontrollen mit ASS“ und damit immer zwischen den beiden
Kontrolimedianwerten lag. Die ,JAK2V617F —HU" Gruppe zeigte nach Agonistengabe
groltenteils dieselben Tendenzen (teils statistisch auffallig) zu den ,Kontrollen mit ASS*.

Die ,CALR -HU* Patiententhrombozyten =zeigten auch nach Agonistengabe
plasmaunabhangig tendenziell kirzere Zeitparameter als die ,Kontrollen mit ASS* und sogar
ahnliche oder klrzere als die ,Kontrollen ohne ASS*. Dahingegen zeigten die Thrombozyten
des ,CALR +HU" (P11) Patienten gréftenteils und plasmaunabhangig langere Zeitparameter
als die der ,Kontrollen mit* und ,ohne ASS®. Hier stellt sich die Frage, weshalb der
,CALR +HU" (P11) Patient tendenziell im Vergleich so verlangerte Zeitparameter in der
thrombozytaren TG zeigte. An der Mutation konnte es nicht liegen, da die ,CALR —HU“ Gruppe
haufig sogar tendenziell noch kirzere Zeiten als die JAK2V617F-Gruppen generierte.
Dementsprechend lag es entweder an der Kombination aus CALR-Mutation und HU-Therapie
oder individuell an dem Patienten. P11 zeigte in der deskriptiven Analyse keine auffalligen
Abweichungen (Thrombozytenkonzentration zwischen 400-500 x10%, Hb < 10g/dl,

ausschlielBlich MZS). Auffallig war jedoch, dass er als einziger Patient mit einer dualen
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zytoreduktiven Therapie (HU + Anagrelid) behandelt wurde. Mdglicherweise war diese

Kombinationstherapie ursachlich fiir die verlangerte Initiierungsphase.

5.2.2.3.2 ,THROMBIN PEAK"“ UND ETP

Die meisten Gruppen generierten in ihrem autologen Plasma basal und
agonistenunabhangig tendenziell deutlich héhere ,,Thrombin peak“- sowie ETP-Werte als
im KP. Die hierzu passende Tendenz zu verkiirzten Zeitparametern im EP im Vergleich
zum KP (vor allem basal) legt nahe, dass das EP insgesamt ein glinstigeres Umfeld fiir
die Thrombozyten bietet, um eine effektive Thrombingenerierungskapazitat
sicherzustellen. Zum einen kénnten die auf der Thrombozyten-Oberflache schon
gebundenen Gerinnungsfaktoren im KP eine verminderte Funktionsfahigkeit aufweisen, zum
anderen binden eventuell die im KP vorhandenen Gerinnungsfaktoren schwacher an den
allogenen (korperfremden) Thrombozyten. Moglicherweise liegt es auch an individuellen
~Erkennungsmerkmalen®, die nach dem ,Schlissel-Schloss-Prinzip“ grundsatzlich idealer im
autologen System harmonieren und funktionieren. Unsere Ergebnisse deuten jedoch nicht
darauf hin, dass es im EP der ET-Patienten vermehrt anti- oder prokoagulante
Substanzen gibt. Dies unterstreicht umso mehr, dass die Ursachen fiir die
Komplikationen bei ET hauptsachlich in Thrombozytendysfunktionen und nicht in

Dysfunktionen bzw. Verdnderungen von Plasmakomponenten liegen.

Die héhere Reaktivitat, die sich schon bei den verkirzten Zeitparametern (,Lag time" und
,Time to peak®) der ,Kontrollen ohne ASS* gegenuber den ,Kontrollen mit ASS* andeutete,
bestatigte sich auch teilweise in den erhdhten Parametern ,Thrombin peak” und ETP, wobei
sich hier eine Plasmaabhangigkeit zeigte. Denn die Thrombozyten der ,Kontrollen ohne ASS*
zeigten im EP tendenziell (teils statistisch auffallig) héhere Werte (basal, TF-, Thr-Gabe) im
»1hrombin peak“und ETP als die ,Kontrollen mit ASS*, jedoch spiegelte sich im KP bei beiden
Parametern in allen Messbedingungen (basal, TF-, Thr-Gabe) eine umgekehrte Tendenz
wider. Im KP waren demnach die Ergebnisse der ,Kontrollen mit ASS* tendenziell héher (aber
nicht statistisch auffallig) als die der ,Kontrollen ohne ASS®. Weshalb sich diese Ergebnisse
auf diese Weise konstruierten, ist unklar. Deshalb bedarf es in diesem Fall Wiederholungstests
mit einem gréReren Kontrollgruppenkollektiv.

Vergleicht man versuchsubergreifend die Ergebnisse der Kontrollgruppen im
Plasmatauschversuch im autologen Plasma mit denen im PRP, zeigte sich unerwarteter Weise
eine  Diskrepanz trotz der eigentlich identischen Versuchsbestandteile. Im
Plasmatauschversuch zeigten namlich die ,Kontrollen ohne ASS* im EP ausnahmslos (basal,
TF-, Thr-Gabe) eine héhere Thrombozyten-abhangige TG als die ,Kontrollen mit ASS*. Im

PRP wiederum zeigten die ,Kontrollen mit ASS* nach Thr-Gabe groéRtenteils eine hdhere
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Thrombozyten-abhangige TG als die ,Kontrollen ohne ASS*. Die Gruinde hierfir sind ebenfalls

unklar.

Die JAK2V617F-mutierten Gruppen lagen im Plasmatauschversuch mit den
»1hrombin peak®- und ETP- Medianwerten, genauso wie die CALR-mutierten Gruppen
grofldtenteils und plasmaunabhangig noch innerhalb der Boxplots der ,Kontrollen mit“ und
,ohne ASS*.

Unsere Ergebnisse unter basalen Messbedingungen finden hier nur teilweise
Ubereinstimmung mit denen der Arbeitsgruppe Panova Noevas et al. 2011 (181). Sie
resuspendierten isolierte Thrombozyten von an ET Erkrankten in gepooltem Normalplasma
(Kontrollplasma, KP) und malRen mittels CAT u.a. die Parameter ,Lag time“ und ,, Thrombin
peak® unter basalen Bedingungen. Die ,Lag time“ der Thrombingenerierung im KP basal
unterschied sich hier nicht bei Patienten- und Kontrollthrombozyten. In unseren Ergebnissen
gab es unter basalen Bedingungen Uubereinstimmend ebenso keine statistischen
Auffalligkeiten. Der generierte ,Thrombin peak” der isolierten ET-Patiententhrombozyten von
Panova Noeva et al. hingegen war im KP basal signifikant héher als der der Kontrollen. In
unseren Ergebnissen zeigte sich jedoch unter basalen Bedingungen im KP kein solcher
Unterschied. (Im KP konnte einzig nach TF-Gabe die ,JAK2V617F —HU*“ Gruppe eine
statistisch auffallig kirzere ,Lag time* (und ,Time to peak®) als die ,Kontrollen mit ASS®
generieren. Die ,JAK2V617F +HU“ Gruppe generierte eine langere ,Time to peak” als die
.Kontrollen ohne ASS*im KP.)

Beim Plasmatausch blieben die Tendenzen beim ,Thrombin peak® und ETP der einzelnen
Patientengruppen untereinander groltenteils erhalten. Die Ausnahme zeigten die
Thrombozyten des ,CALR +HU“ Patienten (P11), welche im KP tendenziell deutlich niedrigere
Werte zeigten als die ,JAK2V617F +/-HU“-Patienten, die ,CALR —HU" Patienten sowie die
,Kontrollen mit ASS*. Im EP konnte er hingegen von allen Patientengruppen meistens
tendenziell die hdchsten ,Thrombin peak® und ETP-Werte erreichen. Aullerdem zeigten die
isolierten Thrombozyten des ,CALR +HU" Patienten (neben den ,Kontrollen ohne ASS*) damit
auch im Gegensatz zu allen anderen Gruppen in den ,Thrombin peak®- und ETP-Messungen
immer den tendenziell groten Unterschied zwischen den héheren Werten im EP und den
niedrigeren im KP. Um das Phanomen besser interpretieren zu kénnen, bedarf es einer

grolieren Patientenzahl von ,CALR +HU* Patienten.

Schlussfolgernd zeigten unsere Ergebnisse, dass das autologe Blutplasma der
ET-Patienten deren thrombozyten-abhédngige TG nicht pathologisch verandert. Die TG
zeigte sich zwar tendenziell im EP bei den meisten Gruppen hdher als im KP, jedoch lagen
die Patientengruppen mit ihren Ergebnissen der thrombozytaren TG grotenteils dann auch

physiologisch im Kontrollbereich. Das Blutplasma der ET-Patienten scheint unseren Daten
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nach zu urteilen also keinen Einfluss auf die thrombotischen oder hamorraghischen

Komplikationen der Erkrankung ET zu haben.

5.2.2.4 Plasmatauschversuch mit isolierten MNC
In der Pathophysiologie der essentiellen Thrombozythamie (ET) (wie auch der anderen
philadelphia-negativen myeloproliferativen Neoplasien Polycythaemia vera und primare
Myelofibrose) sind chronische Entzindungsprozesse wesentlich beteiligt. Diese Prozesse
stehen in direktem Zusammenhang mit der Entwicklung von vorzeitiger Atherosklerose, der
Initiierung der klonalen Evolution bzw. deren Katalysierung von frilhen Krankheitsstadien bis
hin zur myelofibrotischen oder leukdmischen Transformation, und dem Risiko flr
Zweitmalignome bei Patienten mit myeloproliferativen Neoplasien (MPN) (184). Bei den
chronischen Entziindungsprozessen spielt die Aktivierung von Leukozyten (einschlieRlich der
peripheren Blutmonozyten und neutrophilen Granulozyten), Erythrozyten, Endothelzellen und
Thrombozyten eine entscheidende Rolle. lhre Interaktionen untereinander bilden ein stark
proadhasives und prothrombotisches Milieu im Blutkreislauf, das Patienten mit MPN fir
venose, arterielle und mikrovaskulare Thrombosen und Verschlusskrankheiten
pradisponiert. (11, 185-187)
Monozyten stellen den primaren Zelltyp in der MNC-Fraktion dar und kénnen Thrombin Uber
den Prothrombinasekomplex via TF und FVlla generieren. Im Rahmen dieser Dissertation
wurde erstmals die Thrombingenerierung isolierter Monozyten (mononukledre Zellen, MNC)
von ET-Patienten sowohl im autologen Plasma als auch im Plasma von Kontrollprobanden
untersucht. Bereits Coucelo et al. beschrieben 2013 (110) vor allem bei ET-Patienten mit
Thromboseanamnese ein  vermehrtes Aufkommen aktivierter Monozyten (mittels
CD11b-Oberflachenexpression). Monozyten sind zudem die Zellen mit dem grofdten
TF-Depot (67, 108) und eine vermehrte TF-Expression von Monozyten bei ET-Patienten
wurde bereits durch Studien belegt (16). TF initiiert auf Monozyten die Bildung von Thrombin,
das wiederum die Aktivierung und Retraktion von Thrombozyten ausldst (107). Deshalb liegt
die Vermutung sehr nahe, dass Monozyten einen grof3en Einfluss auf die Hamostase haben
und damit auf die Thromboseneigung der ET-Patienten. Erstmals 2017 untersuchten
Peshkova et al.(107) die durch TF vermittelten Auswirkungen aktivierter Monozyten auf die
Retraktion von Blutgerinnseln. |hre Ergebnisse deuteten darauf hin, dass aktivierte
Entzindungszellen den lokalen Blutfluss in obstruktiven Gefaflen stark modulieren kdnnen,
indem sie die GroRRe eines an der Entziindungsstelle gebildeten Thrombus verandern, was
letztlich erhebliche hamodynamische und pathogene Folgen haben kann.
Zudem ist bekannt, dass ET-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen hohere
Thrombozyten-Neutrophilen- und Thrombozyten-Monozyten-Komplexe aufweisen (16),
welche wiederum eine erhéhte Thrombingenerierung bedingen kénnen. Die Untersuchung
solcher Thrombozyten-Leukozyten-Konjugate im peripheren Blut der ET-Patienten wurde
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parallel von der mit uns kooperierenden Arbeitsgruppe von Prof. |l an der

Universitatsmedizin Mainz durchgeflhrt.

Es wurde ein Plasmatauschversuch mit Monozyten durchgefuhrt, um zum einen die Funktion
der Monozyten von ET-Patienten bezuglich der Thrombingenerierung im Eigenplasma im
Verlauf des 1. FU zu ermitteln und zum anderen, ob eher die Monozyten und/oder das Plasma
der ET-Patienten zu einer veranderten Thrombingenerierung beitragt (Plasmatauschversuche
mit Plasma von gesunden Kontrollprobanden). Man entschied sich zudem fur diese
Versuchsanordnung, um Parallelen zwischen thrombingenerierenden Thrombozyten und
thrombingenerierenden Monozyten zu identifizieren und madglicherweise eine veranderte
Thrombingenerierungskapazitat in beiden Zelltypen von ET-Patienten zu detektieren.
Aufgrund der geringen Patientenzahl konnten wir auch in dieser Versuchskonstellation nur mit
den JAK2V617F-Gruppen, nicht mit den CALR-Gruppen, statistische Vergleichstests

zwischen EP und KP durchfihren.

5.2.2.4.1 EINFLUSS DES BLUTPLASMAS AUF DIE TG DER MNC

Die Tests der jeweiligen JAK2V617F-Gruppe zwischen EP und KP fielen allesamt statistisch
unauffallig aus. Beim Vergleich der Kontrollgruppenergebnisse im EP zum KP fielen lediglich
die ,Kontrollen mit ASS* mit einer statistisch auffallig kurzeren "Lag time" im EP im Vergleich
zum KP unter basalen Bedingungen auf. Daraus ladsst sich schlieBen, dass das
umgebende Plasma keine entscheidende Rolle fiir die Thrombinbildung der MNC bei
den ET-Patienten zu spielen scheint. Im Folgenden wird trotzdem ausflhrlicher auf die
Ergebnisse im Plasmatauschversuch eingegangen, um auch Tendenzen im Verhalten der

MNC bei den unterschiedlichen Parametern zu beschreiben:

5.2.2.4.1.1,LAG TIME“ UND , TIME TO PEAK"

Die MNC aller Patienten- und Kontrollgruppen zeigten im Plasmatauschversuch bei der
Thrombingenerierung genauso keine eindeutige Differenz zwischen EP und KP in den
Zeitparametern ,Lag time“ und ,Time to peak” wie es bei den eben beschriebenen isolierten
Thrombozyten beobachtet wurde. Nur unter basalen Bedingungen gab es noch die grofiten
Unterschiede in der ,Lag time* aller Patienten- und Kontrollgruppen zwischen den klrzeren
Messwerten im EP und den tendenziell langeren im KP. Statistisch auffallig war dieser
Unterschied lediglich bei den ,Kontrollen mit ASS*.

Kontrar zur thrombozytaren TG zeigten sich bei der monozytaren TG der ,Kontrollen mit ASS*
groltenteils (plasma- und agonistenunabhangig) kurzere Zeitparameter als bei den
.Kontrollen ohne ASS*“. Hier stellt sich die Frage, ob die ASS Therapie einen aktivierenden

Einfluss auf die Initiierungsphase der monozytaren TG hat.
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Die MNC der JAK2V617F-Gruppen zeigten im Median plasmaunabhangig tendenziell ahnliche

und kirzere Zeitparameter als die beiden Kontrollgruppen. Hierbei zeigten die MNC der
~JAK2V617F +HU* Patienten grofitenteils sogar plasmaunabhangig statistisch auffallig
kiirzere ,Time to peak®-Werte als die im jeweiligen Plasma gemessenen Werte der ,Kontrollen
mit ASS“ und ,Kontrollen ohne ASS*.

Die MNC der CALR-Patienten zeigten hingegen plasmaubergreifend variable Ergebnisse in
den Zeitparametern gegentber den Kontrollgruppen. Insgesamt konnten sie jedoch im EP
verhaltnismalig agonistenunabhangig die kirzeren Zeiten generieren als im KP jeweils im

Vergleich zu den Kontrollboxplots.

5.2.2.4.1.2, THROMBIN PEAK“ UND ETP

Im Plasmatauschversuch der MNC wurden keine deutlichen Unterschiede in den Parametern
»1hrombin peak® und ETP der JAK2V617F-positiven Patientengruppen zwischen EP und KP
beobachtet. Ausschlieldlich der ,CALR +HU* Patient (P11) konnte im EP tendenziell deutlich
héhere ,Thrombin peak®- und ETP-Werte erzielen als im KP. Die ,CALR —-HU“ Gruppe
erreichte hingegen im KP nach TF-Gabe einen deutlich hdheren ,Thrombin peak* und basal,

nach TF- und Thrombin-Gabe jeweils auch ein tendenziell deutlich héheres ETP.

Die ,Kontrollen mit ASS* zeigten basal plasmaunabhangig tendenziell dhnliche bis sogar leicht
héhere ,Thrombin peak“- sowie ETP-Werte wie die ,Kontrollen ohne ASS". Das unterstiitzt
die bereits bei den Zeitparametern beschriebene Hypothese des maoglichen
aktivierenden Einflusses der ASS-Therapie auf die monozytdre TG. Nach Agonistengabe
zeichnete sich demgegenuber jedoch eine umgekehrte Tendenz ab.

Beide Kontrollgruppen konnten im EP ein tendenziell (nicht statistisch auffallig)

hoheres ETP generieren als im KP.

Beim Vergleich der Patienten- mit den Kontrollgruppen fiel auf, dass die meisten

Patientenmonozyten im EP basal und agonistenunabhangig im Median héhere ,Thrombin
peaks” und ETPs als beide Kontrollgruppen (haufig sogar statistisch auffallig) generierten, die
sich auch meistens nicht mehr innerhalb der Kontrollboxplots befanden. Lediglich nach
TF-Gabe zeigten die CALR-positiven Gruppen im EP tendenziell niedrigere ETP-Medianwerte
als die Kontrollgruppen. Sie lagen jedoch noch innerhalb des Boxplots der ,Kontrollen mit
ASS*. Auch der Plasmatausch mit KP anderte grofitenteils nichts an dem Verhaltnis der
Patienten- zu den Kontrollergebnissen.

Im EP generierten also die Monozyten der ,JAK2V617F +HU*“ Gruppe agonistenunabhangig
statistisch relevant kirzere ,Time to peak® Werte sowie statistisch relevant hohere ,Thrombin
peaks“ und meistens ebenso héhere ETPs als beide Kontrollgruppen und weisen hiermit auf
eine verkiirzte Initiierungsphase bzw. hohere Amplifikationsphase der monozytaren TG
von JAK2V617F-mutierten ET-Patienten unter HU-Therapie hin. Ursachen hierfiir konnte
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selbstverstandlich die Mutation an sich sein, welche mit einem erhohten
proinflammatorischen und prothrombotischen Phanotyp (188) einhergeht und damit
auch moglicherweise konsekutiv mit reaktionsfreudigeren, das heit schneller und
starker Thrombin-generierenden Monozyten.

Gegenuberstellend dazu zeigten die in dieser Dissertation eingeschlossenen ET-Patienten im
PRP eine thrombozytaren TG mit tendenziell verlangerter Initiierungsphase im Vergleich zu
den Kontrollen. Die Amplifikationsphase bzw. das TG-Potenzial (,Thrombin peak® und ETP)
war lediglich bei der ,JAK2V617F +HU" Gruppe gegeniiber den Kontrollen erhdht. Das wiirde
fur tendenziell eher trage Thrombin-generierende Thrombozyten bei ET-Patienten
sprechen, zumindest in vitro. Hier kdnnte wieder die Theorie von Jan J. Michiels et al. (154)
greifen, dass die Thrombozyten der ET-Patienten zwar in vivo Uberreaktiv bzw. voraktiviert
sind, in vitro jedoch folglich ,erschépfter” sind und damit eine geringere TG-Kapazitat zeigen
als die der Kontrollen. Monozyten haben im Gegensatz zu Thrombozyten einen Zellkern und
kénnen wichtige proinflammatorische Substrate nachbilden, sodass sie trotz eines
mdglicherweise Uberreaktiven Charakters in vivo (aufgrund der chronischen Inflammation bei

ET-Patienten) auch in vitro eine hdhere Aktivitat bei ET-Patienten zeigen kdnnten.

5.2.2.4.2 DIE WICHTIGSTEN AUFFALLIGKEITEN DER MONOZYTAREN TG IM
AUTOLOGEN PLASMA IM 1. FU

Bei der Initiierungsphase der monozytaren TG war lediglich beim Parameter ,Time to peak®

statistisch relevant auffallig, dass die die ,JAK2V617F +HU" Gruppe agonistenunabhangig

kUrzere Zeiten als beide Kontrollgruppen zeigte.

Die CALR-Gruppen zeigten im EP eine tendenziell langere Initiierungsphase der TG als die
JAK2V617F-mutierten Patienten. Sie benétigten also mehr Zeit, um Thrombin zu generieren.
Ob hier womdglich auf Stérungen der Initierungsphase der sekundaren Hamostase
geschlossen werden kann, wird erst durch die Durchfihrung der Experimente mit einer

héheren Anzahl an CALR-mutierten Patienten sowie statistischen Vergleichstests mdglich.

Bei der Amplifikationsphase (,Thrombin peak® und ETP) generierten die Monozyten der
meisten ET-Patienten hohere Thrombinmengen als die Kontrollgruppen. Lediglich die
TF-induzierte monozytare TG der CALR-Gruppen zeigte tendenziell niedrigere Medianwerte
als die Kontrollgruppen, die sich allerdings noch innerhalb des Boxplots der ,Kontrollen mit
ASS* befanden.

Aus diesen Ergebnissen konnte man ableiten, dass Monozyten von ET-Patienten in
einem aktivierten bzw. prokoagulanten Zustand vorliegen aufgrund der meist kiirzeren
und damit schnelleren Iniitierungsphase und einem meist héheren TG-Potential auch
wahrend der basalen Messungen ohne zusatzliche Trigger im Vergleich zu gesunden

Kontrollprobanden. Bereits mehrere Autoren beschrieben einen aktivierten Zustand von
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Monozyten im Blutkreislauf von ET-Patienten (16, 110, 189). Das bestatigt den bei

ET-Patienten bereits beschriebenen chronischen Inflammationscharakter (11). Unsere
Ergebnisse stiitzen demnach die Hypothese, dass bei ET-Patienten (v.a. mit
JAK2V617F-Mutation) auch die Monozyten einen wichtigen Beitrag zur Pathogenese der
ET leisten, indem sie u.a. zu einer gesteigerten TG beitragen und damit elementar die

sekundare Hamostase bzw. den prothrombotischen Phanotyp der Erkrankung fordern.

AuBerdem fiel auf, dass zumindest im EP mutationsunabhangig die Monozyten aller
Patientengruppen MIT HU-Therapie eine hohere TG zeigten als die Patientengruppen
ohne HU-Therapie. Statistische Tests haben wir hierzu nicht durchgefthrt. Man konnte jedoch
auch groftenteils bei der thrombozytaren TG (PRP) dieses Phdnomen der gesteigerten TG
(, Thrombin peak® und ETP) bei MIT HU therapierten JAK2V617F- und CALR-Patienten im
Gegensatz zu den jeweils ohne HU therapierten entsprechenden Patientengruppen
beobachten. Unserer Kenntnis nach gibt es in der aktuellen Literatur keine Hinweise darauf,
dass HU die monozytare bzw. thrombozytare TG steigern kdnnte. Die Ergebnisse in PRP
widersprechen auch den Ergebnissen von Panova-Noeva et al. 2011 (181) und Armando
Tripodi A. et al. 2013 (190) wie bereits im Kapitel 5.2.2.2 erlautert wurde. Womaoglich senkt HU
die Voraktivierung der Monozyten bzw. Thrombozyten von ET-Patienten in vivo und sorgt
somit fur eine hohere TG-Kapazitat in vitro. Da unsere Patienten mdglicherweise nicht adaquat
auf eine HU-Behandlung ansprachen (HU teils widersprichliche Effekte zeigte), kdnnten
hingegen die neuen JAKZ2-Inhibitoren eine wichtige Rolle bei der Verhinderung der
Leukozyten- und Thrombozytenaktivierung spielen und dadurch das Thromboserisiko bei den

ET-Patienten verringern.
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5.2.2.4.3 INTRAINDIVIDUELLE AUFFALLIGKEITEN DER MONOZYTAREN TG IM
VERLAUF VOM EE ZUM 1. FU

Im Folgenden wird auf die Besonderheiten der monozytaren TG der Patienten eingegangen,

welche keine klinischen oder therapeutischen Verdnderungen im Verlauf vom EE zum 1. FU
hatten (P1-P8, P11):

Die Monozyten der ,JAK2V617F +HU® Gruppe zeigten im Verlauf keine einheitliche Tendenz,
auller dass sie im 1. FU groftenteils weiterhin ein pathologisch erhéhtes TG-Potential
(,Thrombin peak‘ und ETP) wie im EE generierten. Bei der thrombozytaren TG stach
Patient P4 (JAK2V617F +HU) heraus mit einem deutlich hyperreaktiven Charakter gegeniber
den anderen Patienten. Dies konnte man hingegen bei der monozytaren TG von P4 im
Vergleich zu den anderen Patientenmonozyten nicht feststellen. Im Verlauf generierten dessen
Monozyten sogar ein tendenziell geringeres ETP im 1. FU als im EE, was jedoch weiterhin

hoch pathologisch war.

Die Monozyten der ,JAK2V617F —HU“ Gruppe zeigten gréfldtenteils auch schon im EE
pathologisch erhéhte TG-Potentiale (v.a. ETPs), welche im Verlauf noch weiter anstiegen.
Lediglich die Ergebnisse des P8 (JAK2V617F —HU) lagen im EE hauptsachlich beim
Parameter ,Thrombin peak® noch nahe der Kontrollmittelwerte und stiegen erst im 1. FU ins

Pathologische.

Die Monozyten des ,CALR +HU*“ Patienten P11 zeigten im Ein-Jahres-FU eine tendenziell
schwachere Aktivitat als zum Zeitpunkt des EE, welche sich jedoch weiterhin als pathologisch
hoch erwies. Die Initierungsphase (,Lag time“) war im 1.FU etwas langer und das
TG-Potential (,Thrombin peak® und ETP) war insgesamt kleiner als im EE. P11 erhielt sowohl
im EE als auch im 1. FU als einziger Patient eine duale zytoreduktive Therapie mit HU und
Anagrelid, welche augenscheinlich intraindividuell keinen ausreichenden Benefit zeigte, weder

auf die Monozytenfunktion noch auf die Thrombozytenfunktion (siehe 5.2.2.2.3).

Insgesamt konnte man bei den Patienten ohne eine klinische oder therapeutische
Verdanderung im Verlauf eine Tendenz zur weiteren pathologischen Erhéhung der
monozytiaren TG erkennen, wobei hauptsachlich die ,,JAK2V617F —-HU“ Gruppe

nochmals eine deutliche Steigerung des monozytaren TG-Potentials aufzeigte.

Nachstehend werden die intraindividuellen Auffalligkeiten der monozytdren TG der Patienten

MIT einer klinischen bzw. therapeutischen Verdnderung im Verlauf vom EE zum 1. FU

erlautert:

Vier unserer Patienten hatten im Ein-Jahres-FU eine Kklinische bzw. therapeutische
Veranderung. Dabei hatten alle einen Therapiewechsel, wobei P9 (JAK2V617F) und

P10 (JAK2V617F) von HU auf Anagrelid wechselten, P12 (CALR) von HU auf pegyliertes
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Interferon-a und P13 (CALR) setzte hingegen die zytoreduktive Therapie komplett ab.
P9 (JAK2V617F) und P13 (CALR) entwickelten zusatzlich im Verlauf eine
Post-ET-Myelofibrose.

Die Verzdgerungszeiten (,Lag time®, ,Time to peak”) der monozytaren TG der Patienten mit
einer klinischen oder therapeutischen Veranderung ergaben im Verlauf keine klaren
Tendenzen, weder innerhalb der Mutationsgruppen, noch zwischen den Patienten mit einem

Krankheitsprozess (P9, P13) im Vergleich zu denen ohne einen (P10, P12).

Bei den monozytaren TG-Potentialen (,Thrombin peak®, ETP) der Patienten gab es hingegen
eindeutigere Tendenzen. Es fiel auf, dass die CALR-mutierte Patientengruppe insgesamt im
Verlauf zum 1. FU pathologischere TG-Potentiale aufwies (P12 pathologisch hoch, P13
pathologisch niedrig im Vergleich zu den Kontrollgruppen) und die JAK2V617F-mutierte
Patientengruppe insgesamt im Verlauf verbesserte TG-Potentiale zeigte, welche sich denen
der Kontrollen annaherten (P9 aber weiterhin pathologisch niedrig, P10 meistens nahe der
Kontrollwerte gesunken). P9 und P10 wechselten beide die Therapie von HU auf
Anagrelid, wodurch im Verlauf auch die monozytare TG verbessert werden konnte.

Die Patienten mit einem Krankheitsprozess (Post-ET-Myelofibrose), P9 (JAK2V617F) und
P13 (CALR), zeigten im 1. FU beide pathologisch geringe monozytare TG-Potentiale, wobei
sich die monozytaren TG bei P9 insgesamt im Verlauf gesteigert hat trotz Krankheitsprozess.
P13 hingegen hatte im EE kontrollahnliche Werte aufgewiesen, welche im Verlauf durch
Absetzen der zytoreduktiven Therapie und/oder Krankheitsprozess im 1. FU deutlich
pathologisch sanken.

Die TG-Potentiale der Patienten mit einer therapeutischen/klinischen Veranderung wiesen
groflitenteils (spatestens im 1. FU) insgesamt Werte unterhalb des Kontrollbereichs auf. Die
Ausnahme war der Patient P12, welcher schon im EE pathologisch hohe monozytare
TG-Potentiale zeigte, und im 1. FU nach dem Therapiewechsel von HU auf pegyliertes
Interferon-a (pegINFa) noch viel héhere Werte hatte. Damit zeigte P12 ein ahnliches Verhalten
wie die Patienten ohne einen Therapiewechsel. Die Wirksamkeit von pegINFa erscheint bei

Patient P12, insbesondere in Bezug auf die monozytare TG, begrenzt zu sein.

Zusammenfassend zeigten die Thrombozyten der Patienten im Verlauf vom EE zum
1. FU groBtenteils eher die Tendenz zu einer physiologischeren (also den

Kontrollgruppen anndhernden) thrombozytaren TG.

Auch die Monozyten der JAK2V617F-Patientengruppe mit einer
klinischen/therapeutischen Veranderung zeigten groBtenteils die Tendenz zur
insgesamt physiologischeren (also den Kontroligruppen anndhernden) monozytaren
TG im Verlauf des 1. FU.
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Die Monozyten der Patienten ohne einen Therapiewechsel (v.a. ,,JAK2V617F —HU*)

zeigten hingegen im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine Erhohung der monozytaren
TG im Verlauf des 1. FU. Daher besteht hier die Moglichkeit einer inflammatorischen

Progression der ET-Erkrankung.

5.2.2.5 Parallelen zwischen den jeweils thrombingenerierenden Thrombozyten
(PRP) und Monozyten im 1. FU
Zusammengefasst zeigten die Thrombozyten der ,JAK2V617F +HU“ Gruppe im PRP
groflitenteils ein tendenziell hdheres TG-Potential als die der Kontrollgruppen. Statistisch
auffallig erhéht war lediglich das TF- sowie CVX-Thr-induzierte ETP gegenuber den
LKontrollen mit ASS“. Auch die Monozyten der ,JAK2V617F +HU* Gruppe konnten im EP
sogar agonistenunabhangig statistisch relevant kirzere , Time to peak® Werte sowie statistisch
relevant hoéhere ,Thrombin peaks® und meistens ebenso hohere ETPs als beide
Kontrollgruppen generieren. Dies weist auf ein hoheres TG-Potential von Thrombozyten
und auch Monozyten von JAK2V617F-mutierten ET-Patienten unter HU-Therapie (im
Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen) hin und wirde das in Studien bereits
bestatigte erhohte Thromboserisiko von ET-Patienten mit einer
JAK2V617F-Mutation (110) bestatigen. Eine HU-Therapie hingegen wirkt normalerweise
antithombotisch vor allem uber die Reduktion der Leukozytenzahl (110, 191). Eine

thrombosesteigernde Wirkung von HU wurde bisher nicht beschrieben.
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Diese Dissertation untersucht klinische und molekulare Aspekte der essentiellen
Thrombozythamie (ET) mit Schwerpunkt auf den Auswirkungen von Mutationen (JAK2V617F,
CALR) und zytoreduktiver Therapie auf die thrombozytare Funktion im Verlauf des ersten
Jahres nach Ersteinschluss (EE). Analysiert wurden thrombozytare Aggregation und
ATP-Freisetzung mittels Lumi-Aggregometrie sowie thrombozytare Thrombingenerierung
(TG) und die TG von mononuklearen Zellen (MNC) mittels ,Calibrated Automated
Thrombography“ (CAT) bei 13 ET-Patienten (77 % JAK2V617F-Mutation, 23 %
CALR-Mutationen) im 1. Follow-up (1. FU) im Vergleich zum EE. Als Kontrollgruppe dienten
zehn gesunde Probanden, deren Blut vor und nach einer 3-tdgigen Acetylsalicylsaure
(ASS)-Einnahme mit je 100 mg/Tag analysiert wurde. Die Daten des EE wurden von Frau
Dr. med. Alexandra Berkes (geb. Walter) bereitgestellt. Im 1. FU wurden 84,6 % der Patienten
mit ASS behandelt, 38,5 % erhielten zudem Hydroxyurea (HU). Zwei Patienten wechselten
von HU auf Anagrelid, ein Patient auf pegyliertes Interferon-a (pegINFa) als alternative
Zweitlinien-Medikamente. Im 1. FU traten bei den 13 untersuchten ET-Patienten weder neue
Blutungen noch thrombotische Ereignisse auf, zwei Patienten entwickelten eine
Post-ET-Myelofibrose unabhangig vom Mutationstyp.

Die Analyse der thrombozytaren Aggregation und ATP-Freisetzung im 1. FU zeigte ein
Uberwiegend hyporeaktives Muster auf den Agonisten Arachidonsaure sowohl bei den
ET-Patienten mit als auch ohne ASS-Therapie. Ein Patient (JAK2V617F, +HU, —ASS) zeigte
eine deutlich héhere Aggregationsfahigkeit auf Arachidonsaure in vitro im Vergleich zu den
.Kontrollen ohne ASS"“. Bei zwei Patienten mit jeweils einer JAK2V617F-Mutation und
CALR-Mutation wurde trotz ASS-Einnahme eine referenzahnliche Aggregation beobachtet,
was auf eine modgliche ASS-Resistenz bzw. -Insensivitat oder ,Incompliance® bzgl. der
Medikamenteneinnahme hinweist. Bei den meisten ET-Patienten wurde eine gestorte
Thrombozytenaggregation mit niedriger Kollagen- und TRAP-6- (Thrombinrezeptor PAR-1
Agonistpeptid) Konzentration vergleichbar mit den ,Kontrollen mit ASS“ beobachtet, was auf
die Uberwiegende Einnahme von ASS zuriickzufuhren ist. Im Gegensatz dazu flhrte eine hohe
Kollagenkonzentration (10 ug/ml) zu einer Referenzaggregation der Thrombozyten bei
,2Kontrollen mit ASS*, wohingegen der Uberwiegende Anteil der ET-Patienten eine verminderte
maximale Thrombozytenaggregation unter dem Cut-Off von 60 % aufwiesen, die nicht durch
die ASS-Einnahme bei den ET-Patienten erklarbar ist. Hingegen fuhrte eine hohe
TRAP-6-Konzentration (50 yM) bei der Mehrheit der ET-Patienten zu einer
referenzvergleichbaren maximalen Aggregation mit einem Median Uber 60 % wie bei den
beiden Kontrollgruppen. Die zur Aggregation simultan detektierte thrombozytare
ATP-Freisetzung zeigte im Median, induziert durch hohe Kollagen- und
TRAP-6-Konzentrationen, eine Verminderung im Vergleich zu den Kontrollgruppen, welche fur

die JAK2V617F-positiven Patienten therapieunabhangig im Vergleich zu den ,Kontrollen ohne
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ASS* sogar statistisch auffallig war. Diese Ergebnisse konnten auf einen
mutationsunabhangigen &-Storage-Pool-Defekt (intrinsisch oder sekundar in vitro ausgelost
durch eine bereits aktivierungsbedingte Ausschittung der &-Granula in vivo) oder auf eine
0-Granula-Freisetzungsstorung bei ET-Patienten hinweisen. Weitere spezialisierte Tests wie
~Whole Mount* Elektronenmikroskopie und Durchflusszytometrie, die in einer weiteren
wissenschaftlichen Arbeit im Rahmen dieser Studie durchgefihrt wurde, koénnten
Granuladefekte bzgl. Quantitat und Qualitat detaillierter untersuchen. Obwohl im Verlauf eines
Jahres bei 69 % der ET-Patienten die Thrombozytenkonzentrationen gesunken und bei 46 %
dann im Normalbereich lagen, zeigten sich keine deutlichen Veranderungen in der
thrombozytaren Agonisten-induzierten Aggregation und ATP-Freisetzung, die weiterhin
groBtenteils unterhalb der Kontrollreferenzen lagen.

Die thrombozytare Thrombingenerierung im 1. FU ergab fiir basal (ohne Trigger) und fir alle
untersuchten Trigger (1 pM Tissue-Faktor, 0,1 U/ml Thrombin, 50 ng/ml Convulxin,
0.1 U/ml Thrombin + 50 ng/ml Convulxin) und alle ET-Gruppen tendenziell verlangerte
Zeitparameter (,Lag time®, ,Time to peak®) im plattchenreichen Plasma, die beide fir die
~JAK2V617F —HU“-Gruppe unter basalen Bedingungen und nach Convulxingabe statistisch
auffallig waren. Bei den Parametern , Thrombin peak” und endogenes Thrombinpotential (ETP)
wurden fur die ,JAK2V617F +HU“-Gruppe tendenziell und partiell statistisch auffallig hdhere
Werte im Vergleich zu ,Kontrollen mit ASS“ (basal, Tissue-Faktor, Convulxin,
Convulxin + Thrombin) und fir die ,JAK2V617F —HU“-Gruppe tendenziell und partiell
statistisch auffallig geringere Werte im Vergleich zu ,Kontrollen ohne ASS*
(, Thrombin Peak®: Convulxin + Thrombin;  ETP: Tissue-Faktor, = Convulxin, = Thrombin)
beobachtet. Um den Einfluss von Plasmafaktoren auf die thrombozytiare TG bei den
ET-Patienten zu untersuchen, wurden Plasmatauschversuche an isolierten Thrombozyten mit
Eigenplasma (EP) und Plasma von Kontrollprobanden (KP) durchgefihrt. Es zeigten sich
keine statistisch auffalligen Unterschiede bei den TG-Parametern fur die Patientengruppen
zwischen EP und KP. Ebenso ergaben sich fur die TG im plattchen-freien Plasma (PFP)
induziert durch Tissue-Faktor (5 pM) keine statistisch nennenswerten Unterschiede beztiglich
,Lag time*, ,Time to peak®, ,Thrombin peak® und ETP zwischen den ET-Patienten und den
Kontrollgruppen, unabhangig von Mutationstyp oder ASS-Therapie. Nur JAK2V617F-positive
Patienten unter HU zeigten tendenziell hdhere Werte fir ,Thrombin Peak® und ETP im
Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die Ergebnisse der Plasmatausch- und PFP-Versuche zur
TG deuten auf eher nicht relevante Unterschiede von pro- und anti-koagulatorischen
Plasmafaktoren bei der TG zwischen den ET-Patienten- und Kontrollgruppen hin und
unterstitzen die Hypothese, dass Uberwiegend die Thrombozytenfunktion und nicht die
Plasmafaktoren bei der ET die thrombozytare TG bestimmt, die bei JAK2V617F—positiven
Patienten ohne HU-Therapie in vitro sekundar erschopft und mit HU-Therapie in vitro

prothrombotisch zu sein scheint. Da die GPVI-vermittelte thrombozytare TG induziert durch
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Convulxin bei der Mehrheit der ET-Patienten ahnlich oder sogar héher ausfiel im Vergleich zu
den Kontrollgruppen, scheint im Gegensatz zur GPVI-vermittelten Aggregation die
GPVl-vermittelte TG in Gegenwart einer hohen Ca?*-Konzentration nicht intrinsisch
beeintrachtigt zu sein. Im Jahresverlauf zeigte sich nur bei ET-Patienten ohne klinische oder
therapeutische Veranderungen groftenteils eine Tendenz zu gesteigerten thrombozytaren
Funktionen, unabhangig von Mutation oder Therapie. Hierbei zeigte vor allem die
~JAK2V617F +HU” Gruppe haufig noch héhere TG-Potenziale als die Kontrollgruppen.

Da chronische Entzindungsprozesse mit aktivierten peripheren Blutmonozyten die
Pathogenese der ET mitbestimmen, wurde in dieser Dissertation erstmals die
Gerinnungskapazitat in vitro von isolierten Monozyten innerhalb der mononuklearen
Zellfraktion (MNC) als TG in Plasmatauschversuchen im EP und KP basal und Tissue-Faktor
(TF)- bzw. Thrombin-getriggert untersucht. Die MNC im EP und KP von JAK2V617F-positiven
ET-Patienten zeigten insbesondere basal und TF getriggert eine verkirzte ,Lag time® und
»1ime to peak® im Vergleich zu den Kontrollgruppen, wobei die ,JAK2V617F +HU"“-Gruppe
statistisch auffallige Werte zeigte und tendenziell kirzere Zeitparameter aufwies als die
~JAK2V617F -HU*-Gruppe. Entsprechend erreichten die MNC der JAK2V617F-positiven
ET-Patienten basal wie auch nach Zugabe von TF oder Thrombin sowohl im EP als auch KP
statistisch auffallend erhdhte ,Thrombin Peak®- und ETP-Werte im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen, wobei auch hier wieder die ,JAK2V617F +HU“-Gruppe statistisch auffallige
Werte zeigte und tendenziell eine héhere Thrombinbildung aufwies als die
~JAK2V617F -HU“-Gruppe. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass monozytare Zellen von
ET-Patienten, insbesondere mit JAK2V617F-Mutation in vifro eine erhohte
Thrombinbildungskapazitat mit einem erhéhten prokoagulanten Zustand in vivo aufweisen. Die
intraindividuelle Analyse der TG monozytarer Zellen (MNC) bei ET-Patienten ohne klinische
oder therapeutische Veranderungen zeigte im Verlauf vom EE zum 1. FU bei der
~JAK2V617F —HU“-Gruppe eine weitere Erhdhung der monozytaren TG-Potentiale (, Thrombin
peak®, ETP), was auf eine inflammatorische Progression der Erkrankung hindeuten konnte.
Die ,JAK2V617F +HU“-Gruppe wies uUberwiegend weiterhin pathologisch erhéhte Werte der
monozytaren TG auf. Zwei JAK2V617F-positive Patienten mit Therapieumstellung von HU auf
Anagrelid zeigten im Verlauf eine Anndherung der monozytaren TG-Potentiale an die
Kontrollwerte. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieRen, dass Tests zur
Thrombozyten-Aggregation, -ATP-Freisetzung sowie Thrombinbildungskapazitat von
Thrombozyten und monozytaren Zellen in der MNC-Fraktion in vitro sinnvoll sind, um den
pro-thrombotischen Zustand bei den individuell unterschiedlichen Verlaufen der ET besser
beurteilen zu kénnen. Ob diese Tests auch sinnvoll eingesetzt werden kdnnen flr eine
Risikostratifizierung und Anpassung des Behandlungskonzepts, mussen zukunftige

prospektive Studien mit hdherer Patientenzahl pro Gruppe und mit Iangerem Follow-up zeigen.
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8 ANHANG

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

8.1.1 Agonisten-induzierte thrombozytiare Aggregation (mittels

Chronolog)

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, mg =
Milligramm, uM = Mikromolar, ug = Mikrogramm, ml = Milliliter

Arachidonsaure (0,5 mg/ml)

JAK2 JAK?2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
SRipps +HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n 3 5 1 2 9 9
Aggregation [%]
Minimum 0 0 0 64
25 % Percentile 0 0 0 66
Median 0 0 0 30,5 0 69
75 % Percentile 0 33 0 61 0,5 74
Maximum 0 65 0 61 3 79
Range 0 65 0 61 3 15
Mean 0 13,2 0 305 0,4444 70,44
Std. Deviation 0 28,96 0 43,13 1,014 4,902
Std. Error of Mean | 0 12,95 0 30,5 0,3379 1,634

Kollagen (2ug/ml)

JAK2 JAK2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
GRupps +HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 9
Aggregation [%]
Minimum 2 1 3 2 1
25 % Percentile 2:5 1 3 2 1.5 4
Median 75 3 5 2 35
75 % Percentile 61,25 |25 3 8 6,5 69
Maximum 78 3 8 23 77
Range 76 0 6 22 76
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Mean 2375 |2 3 5 5,222 35,89

Std. Deviation 36,37 | 1,095 0 4243 |[7,207 32,29

Std. Error of Mean | 18,19 | 0,4472 3 2,402 10,76

Kollagen (10ug/ml)

— JAK2 JAK2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS

n 4 6 1 2 9 9

Aggregation [%]

Minimum 12 15 36 18 7 70

25 % Percentile 19,75 30 36 18 59,5 725

Median 50,5 41 36 47 70 76

75 % Percentile 70,75 62,25 36 76 75 77

Maximum 75 75 36 76 82 84

Range 63 60 0 58 25 14

Mean 47 44 17 36 47 68,22 75,67

Std. Deviation 26,75 20,83 0 41,01 8,526 4,062

Std. Error of Mean | 13,37 8,503 0 29 2,842 1,354

TRAP-6 (10uM)

Grippe JAK2 JAK2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS

n 4 6 1 2 9 9

Aggregation [%]

Minimum 0 0 10 1 12

25 % Percentile 0,25 0 10 1 19

Median 13,5 4,5 10 7 20 35

75 % Percentile 59 38 10 14 48,5 73,5

Maximum 70 o3 10 14 52 81

Range 70 53 0 14 51 69

Mean 2425 (15,83 10 7 28,33 43,56

Std. Deviation 32,79 |22,18 9,899 | 20,06 27.35

Std. Error of Mean 16,39 9,053 7 6,687 9,115

TRAP-6 (50uM)
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JAK2 JAK2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
GRS +HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 9
Aggregation [%]
Minimum 46 37 21 56 57 70
25 % Percentile 50,25 |40 21 56 65,5 70
Median 66,5 59 21 62 73 74
75 % Percentile 76 795 21 68 76,5 79
Maximum 78 90 21 68 80 82
Range 32 53 0 12 23 12
Mean 64,25 |60,33 21 62 71,22 74,44
Std. Deviation 13,62 | 20,25 8,485 |7,276 4,72
Std. Error of Mean | 6,811 | 8,265 0 6 2,425 1,573
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8.1.2 Agonisten-induzierte thrombozytiare ATP-Freisetzung (mittels

Chronolog)

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, uM =
Mikromolar, ug = Mikrogramm, ml = Milliliter, ATP = Adenosintriphosphat, nmol = Nanomol,

TZ = Thrombozyten

Kollagen (10pg/mil)
RS JAK2 JAK?2 CALR | CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS

n 4 6 1 2 9 9

ATP-Freisetzung [nmol/2x10TZ/ml]

Minimum 0 0 0,18 0 0,21 0,54

25 % Percentile 0,06 0,1725 0,18 0 0,415 0,585

Median 0,25 0,3 0,18 0,11 0,48 0,96

75 % Percentile 0,5375 | 0,4175 0,18 0,22 0,745 1,04

Maximum 0,63 0,62 0,18 0,22 0,88 1,58

Range 0,63 0,62 0 0,22 0,67 1,04

Mean 0,2825 | 0,3 0,18 0,11 0,5367 0,8933

Std. Deviation 0,26 0,2024 0 0,1556 | 0,2112 0,3303

Std. Error of Mean 0,13 0,08262 |0 0,11 0,07042 0,1101

TRAP-6 (50uM)

Srupps JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS

n 4 6 1 2 9 9

ATP-Freisetzung [nmol/2x108TZ/ml]

Minimum 0 0,17 0,22 0,33 0,21 0,63

25 % Percentile 0,1025 | 0,275 0,22 0,33 0,485 0,84

Median 0,435 0,5 0,22 0,355 0,69 1.33

75 % Percentile 0,685 0,59 0,22 0,38 1,22 1,435

Maximum 0,76 0,77 0,22 0,38 1.52 2,04

Range 0,76 0,6 0 0,05 131 1,41

Mean 0,4075 | 0,4633 0,22 0,355 0,8 1,254

Std. Deviation 0,3126 | 0,2057 0 0,03536 | 0,4335 0,4337

Std. Error of Mean | 0,1563 | 0,08397 (0 0,025 0,1445 0,1446
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8.1.3 Plasmatische Thrombingenerieung (mittels CAT)

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

PFP mit 5 pM TF
- JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 2,78 2,89 4,33 3,67 3 3
25 % Percentile 3,003 3,138 4,33 3,67 3 3,083
Median 3,725 3,615 4,33 4,445 3,275 3,32
75 % Percentile 4,508 5,415 4,33 5,22 3,78 3,725
Maximum 4,75 8,67 4,33 5,22 4,22 4
Range 1,97 5,78 0 1,55 1,22 1
Mean 3,745 4,39 4,33 4,445 3,378 3,407
Std. Deviation 0,8058 | 2,152 0 1,096 0,4264 0,3583
Std. Error of Mean | 0,4029 | 0,8784 0 0,775 0,1348 0,1133
ttPeak [min]
Minimum 5,56 5,22 7,89 6,56 5,22 5,78
25 % Percentile 5,81 5,475 7,89 6,56 5,835 5,973
Median 6,89 6,61 7,89 7,225 6,445 6,385
75 % Percentile 8,21 10,2 7,89 7,89 6,81 6,903
Maximum 8,54 11,78 7,89 7,89 7,89 7,44
Range 2,98 6,56 0 1,33 2,67 1,66
Mean 6,97 579 7,89 7:225 6,416 6,451
Std. Deviation 1,249 2,592 0 0,9405 0,7987 0,5392
Std. Error of Mean | 0,6247 1,058 0 0,665 0,2526 0,1705
Thrombin Peak [nM]
Minimum 267,5 124,8 269,3 288,8 2243 2526
25 % Percentile 2747 169,8 269,3 288.,8 249 263,3
Median 2997 262,5 269,3 3034 273,5 2825
75 % Percentile 3114 316,7 269,3 318,1 307,3 333,2
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Maximum 314,2 361,3 269,3 318,1 339,9 353,6
Range 46,64 236,5 0 29,3 115,6 100,9
Mean 295,3 249,6 269,3 3034 2771 293,3
Std. Deviation 19,9 84,06 0 20,72 35,39 37,85
Std. Error of Mean | 9,95 34,32 0 14,65 11,19 11,97
ETP [nMxmin]

Minimum 1569 7214 1881 1560 1259 1467
25 % Percentile 1603 1259 1881 1560 1529 1537
Median 1740 1548 1881 1629 1637 1675
75 % Percentile 2011 1729 1881 1698 1719 1879
Maximum 2090 1762 1881 1698 1957 1964
Range 521,2 1041 0 137,9 697,6 497
Mean 1785 1456 1881 1629 1622 1695
Std. Deviation 220,7 380,1 0 97,51 187,6 181
Std. Error of Mean | 110,3 155,2 0 68,95 59,31 57,23

8.1.4 Thrombozytidre Thrombingenerieung (mittels CAT)

Legende: PFP = Thrombozyten-freies Plasma, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” =
Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU

= Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, +
Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum

Thrombin Peak, nM = Nanomolar, ETP = endogenes Thrombin Potential, PRP = Plattchen-

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

Einnahme des Medikaments, - = keine

PRP basal

G JAK2 JAK2 CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU -HU + ASS - ASS

n 4 3 1 9 7

Lag time [min]

Minimum 21,11 32 3122 23,22 17,44

25 % Percentile 22,41 32 31.22 23,28 21,22

Median 28,65 44 31,22 24,33 21,83

75 % Percentile 33,75 50,22 322 26,34 28,5

Maximum 34,67 50,22 3122 38,78 32,11

Range 13,56 18,22 0 15,56 14,67
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Mean 28,27 42,07 3122 26,04 241
Std. Deviation 5,876 9,262 0 4,946 5,042
Std. Error of Mean 2,938 5,347 0 1,649 1,906
ttPeak [min]

Minimum 30,67 40,78 43,22 33,67 29,89
25 % Percentile 33 40,78 43,22 36,17 33,44
Median 40,24 55,5 43,22 38,11 37,67
75 % Percentile 44,87 5711 43,22 40,84 4217
Maximum 46,33 57,11 43,22 46,11 43,56
Range 15,66 16,33 0 12,44 13,67
Mean 39,37 51,13 43,22 38,82 37,7
Std. Deviation 6,475 8,999 0 3,661 4,819
Std. Error of Mean 3,237 5,196 0 1,22 1,821
Thrombin Peak [nM]

Minimum 37,32 15,82 55,06 23,23 19,93
25 % Percentile 42,21 15,82 55,06 26,57 22,99
Median 61,52 32 55,06 48 11 55,33
75 % Percentile 76,59 50,16 55,06 59,27 70,67
Maximum 80,07 50,16 55,06 76,78 77,23
Range 42,75 34,34 0 53,55 7.3
Mean 60,11 32,66 55,06 46,17 50,83
Std. Deviation 17,93 17,18 0 18,32 21,96
Std. Error of Mean 8,967 9,919 0 6,107 8,298
ETP [nMxmin]

Minimum 544.8 182,2 9454 305,4 4421
25 % Percentile 648,1 182,2 9454 576,1 444
Median 1136 504,6 9454 1062 1216
75 % Percentile 1394 817,2 9454 1156 1285
Maximum 1421 817,2 9454 1272 1444
Range 875,8 635 0 966,4 1002
Mean 1059 501,3 9454 906,6 1021
Std. Deviation 396 317,5 0 335,4 408,5
Std. Error of Mean 198 183,3 0 111,8 154,4
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PRP mit 1 pM TF

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
Gfuppe +HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n = 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 9,11 7,67 17,56 9 7 7.78
25 % Percentile 9,25 8,503 17,56 9 8,198 8,393
Median 9,83 11,17 17,56 12,34 10,39 9,89
75 % Percentile 11,66 15,5 17,56 15,67 11,44 10,33
Maximum 1222 121,33 17,56 15,67 12,78 10,66
Range 311 13,66 0 6,67 5,78 2,88
Mean 10,25 12,28 17,56 12,34 10,02 9,532
Std. Deviation 1,364 | 5,097 0 4,716 1,948 1,072
Std. Error of Mean | 0,6822 | 2,081 0 3:335 0,6159 0,3389
ttPeak [min]
Minimum 20,22 18,56 30 19,22 16,33 20,78
25 % Percentile 20,39 18,64 30 19,22 20,89 21,5
Median 21,5 22,78 30 24 45 2411 23,06
75 % Percentile 22,7 29,09 30 29,67 25,72 24,11
Maximum 22,89 32,67 30 29,67 27,56 26,36
Range 2,67 14,11 0 10,45 11,23 5,58
Mean 21,53 23,89 30 24 45 23,15 23,02
Std. Deviation 1,199 5713 0 7,389 3,391 1,652
Std. Error of Mean | 0,5994 | 2,332 0 5,225 1,072 0,5223
Thrombin Peak [nM]
Minimum 106,3 | 44,57 140,3 89,55 71,02 86,85
25 % Percentile 109,7 | 51,48 140,3 89,55 83,43 96,9
Median 127,3 | 96,5 140,3 119,1 96,58 102,9
75 % Percentile 161,2 110,3 140,3 148,7 118,1 121,2
Maximum 170,1 127,3 140,3 148,7 121,6 137,2
Range 63,85 |82,75 0 59,1 50,55 50,35
Mean 132,7 |[87,22 140,3 119,1 99,61 107,5
Std. Deviation 2745 | 31,7 0 41,79 18,33 16,14
Std. Error of Mean | 13,72 12,94 0 29,55 5,797 5,104
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ETP [nMxmin]

Minimum 1699 896.,4 2125 1822 1318 1519
25 % Percentile 1754 1246 2125 1822 1574 1694
Median 2010 1525 2125 1875 1710 1864
75 % Percentile 2450 1810 2125 1928 1819 1981
Maximum 2566 1980 2125 1928 2065 1994
Range 867,4 1084 0 105,4 7472 475,3
Mean 2071 1507 2125 1875 1700 1823
Std. Deviation 368,6 |368,9 0 74,53 2202 165,9
Std. Error of Mean | 184,3 150,6 0 92T 70,26 52,45
PRP mit 0,1 U/ml Thrombin
G5 JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n = 6 1 2 10 9
Lag time [min]
Minimum 11 11,33 20,11 10,56 8,33 10,43
25 % Percentile 11 12,75 20,11 10,56 9,86 10,72
Median 12,11 14,45 20,11 12,17 11,11 13,56
75 % Percentile 15,22 16,17 20,11 13,78 16,64 15,56
Maximum 15,89 18 20,11 13,78 18,56 16,33
Range 4,89 6,67 0 3,22 10,23 5,9
Mean 12,78 14,5 20,11 1217 12,48 13,26
Std. Deviation 2,323 | 2,244 0 2,277 3,554 2,385
Std. Error of Mean | 1,162 | 0,9159 0 1,61 1,124 0,7951
ttPeak [min]
Minimum 21,11 22,22 38,56 22,78 18 22,11
25 % Percentile 21,72 | 23,64 38,56 22,78 20,48 23,78
Median 2495 | 27,17 38,56 27,39 26,23 30,33
75 % Percentile 2%.5 31,33 38,56 32 32,92 32,39
Maximum 2789 |37,33 38,56 32 37 33,11
Range 6,78 15,11 0 9,22 19 11
Mean 2473 | 27,89 38,56 27,39 26,44 28,67
Std. Deviation 3,003 |5,269 0 6,52 6,685 4,33
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Std. Error of Mean | 1,501 2,151 0 4 61 2,114 1,443
Thrombin Peak [nM]
Minimum 57,27 | 21,88 36,28 36,99 29.7 46,76
25 % Percentile 58,92 |32,28 36,28 36,99 47,68 52,62
Median 66,7 56,39 36,28 65,09 66,23 55,69
75 % Percentile 87,63 | 64,11 36,28 93,19 77,93 63,5
Maximum 93,66 |81,16 36,28 93,19 102,8 88,55
Range 36,39 | 59,28 0 56,2 73,12 41,79
Mean 71,08 | 51,67 36,28 65,09 64,16 59,4
Std. Deviation 15,86 [ 20,52 0 39,74 21,64 12,27
Std. Error of Mean | 7,932 | 8,378 0 28,1 6,842 4,089
ETP [nMxmin]
Minimum 940,9 |547.4 782,7 940,7 812 1099
25 % Percentile 1064 7792 7827 940,7 1210 1207
Median 1478 1020 7827 1232 1371 1245
75 % Percentile 1553 1225 782,7 1523 1554 1337
Maximum 1563 1539 782,7 1523 1644 1442
Range 621,8 |991,6 0 582,2 832,1 343,2
Mean 1365 1017 782,7 1232 1332 1265
Std. Deviation 287,9 |326,3 0 4117 2451 99,8
Std. Error of Mean | 144 1332 0 291,1 77,51 33,27
PRP mit 50ng/ml Convulxin
DS JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
+HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 13,22 17,11 18,44 13,67 11,22 11
25 % Percentile 13,69 17,78 18,44 13,67 12,72 12,61
Median 15,61 19 18,44 16,34 14,95 13,84
75 % Percentile 1736 |2211 18,44 19 15,8 14,7
Maximum 17,78 | 27,44 18,44 19 16,44 16,33
Range 4,56 10,33 0 5,33 522 5,33
Mean 1555 | 20,15 18,44 16,34 14,38 13,68
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Std. Deviation 1,908 | 3,775 0 3,769 1,781 1,51
Std. Error of Mean | 0,9538 | 1,541 0 2,665 0,5633 0,4775
ttPeak [min]

Minimum 16 20 22,11 " 14,89 13,56
25 % Percentile 16,42 | 20,67 22.11 17 15,92 15,45
Median 18,5 22,23 22,11 19,78 18,45 16,5
75 % Percentile 20,34 | 24,97 2211 22,56 19,42 18,48
Maximum 20,67 | 30,89 22311 22,56 20,34 19
Range 4,67 10,89 0 5,56 5,45 5,44
Mean 18,42 | 23,21 22,11 19,78 17,92 16,78
Std. Deviation 2,027 | 3,938 0 3,932 1,939 1,794
Std. Error of Mean | 1,013 1,608 0 2,78 0,6131 0,5672
Thrombin Peak [nM]

Minimum 261,6 125,1 2647 174,8 138 202
25 % Percentile 261,9 188,6 2647 1748 163,2 220
Median 266,2 |233,5 2647 199,2 208,6 275
75 % Percentile 339,9 |268,8 2647 2231 256,4 297
Maximum 3634 | 275 2647 223,7 273.9 348,1
Range 101,7 149,9 0 48,91 135.9 146,1
Mean 289,3 |223,9 2647 199,2 208,3 268,6
Std. Deviation 4947 |[54,9 0 34,58 47,41 47,49
Std. Error of Mean | 24,73 | 22,41 0 24,46 14,99 15,02
ETP [nMxmin]

Minimum 1466 887.,4 1828 1421 1112 1324
25 % Percentile 1488 1195 1828 1421 1340 1370
Median 1587 1368 1828 1457 1422 1591
75 % Percentile 1824 1513 1828 1493 1530 1670
Maximum 1891 1542 1828 1493 1672 1720
Range 4249 |[654,9 0 71,79 560 396,4
Mean 1633 1328 1828 1457 1422 1542
Std. Deviation 183,6 | 236,9 0 50,76 159,4 152,1
Std. Error of Mean | 91,82 | 96,73 0 35,9 50,4 48,09
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PRP mit 0,1 U/ml Thrombin und 50ng/ml Convulxin

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen Kontrollen
Gfuppe +HU -HU +HU -HU + ASS - ASS
n = 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 7,22 7,83 10,56 7,33 7 6,44
25 % Percentile 7,305 | 8,205 10,56 7,33 7,083 6,835
Median 7,605 |8,945 10,56 8,275 8,54 7,49
75 % Percentile 8,58 10,25 10,56 9,22 9,028 8,698
Maximum 8,89 11 10,56 9,22 9,67 9,77
Range 1,67 3,17 0 1,89 2,67 3,33
Mean 7,83 9,175 10,56 8,275 8,219 1.72
Std. Deviation 0,7305 | 1,153 0 1,336 1,009 1,05
Std. Error of Mean | 0,3653 | 0,4707 0 0,945 0,319 0,3321
ttPeak [min]
Minimum 11,99 14,5 18,89 13,67 11,44 10,56
25 % Percentile 11,99 14,71 18,89 13,67 13,53 11,5
Median 12,67 16 18,89 16,73 15 12,39
75 % Percentile 15,66 17,39 18,89 19,78 17,39 15,39
Maximum 16,44 18,56 18,89 19,78 17,97 1712
Range 445 4,06 0 6,11 6,53 6,56
Mean 13,44 16,14 18,89 16,73 15,15 13,13
Std. Deviation 2,097 1,497 0 4,32 2,186 2,184
Std. Error of Mean | 1,048 | 0,611 0 3,055 0,6914 0,6907
Thrombin Peak [nM]
Minimum 102,6 [ 59,98 123,7 80,79 63,19 105,1
25 % Percentile 116,6 | 80,27 123.7 80,79 74,86 124
Median 179,3 | 95,21 1237 108 114,5 179
75 % Percentile 234,8 126 123,7 135,2 138,5 2047
Maximum 2464 139,4 123,7 135,2 186,5 2414
Range 143,8 |[79,43 0 54,43 1233 136,3
Mean 176,9 | 99,72 123,7 108 112,2 170,6
Std. Deviation 61,15 | 27,7 0 38,49 39,22 46,26
Std. Error of Mean | 30,58 11,31 0 2122 12,4 14,63
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ETP [nMxmin]

Minimum 1658 901,2 1795 1398 1078 1334
25 % Percentile 1670 1196 1795 1398 1418 1451
Median 1733 1454 1795 1484 1473 1613
75 % Percentile 2058 1608 1795 1570 1595 1775
Maximum 2157 1643 1795 1570 1729 1879
Range 498,9 7423 0 171,5 651,6 545,2
Mean 1820 1391 1795 1484 1471 1608
Std. Deviation 228,5 274 0 121,3 1753 187,9
Std. Error of Mean | 114,2 111.,8 0 85,75 55,44 59,41
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8.1.5 Thrombingenerierung der isolierten Thrombozyten (mittels CAT)

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme
des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to peak”, nM = Nanomolar, ETP = endogenes
Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter

Isolierte Thrombozyten, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

P JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS

n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 9
Lag time [min]
Minimum 1533 | 14,05 | 2367 |18 13 12,33 18 16,67 |32,17 |26 13 10,67
25 % Percentile | 1583 (1876 |2367 |18 17,67 15,46 18,01 |21,22 |[3217 |26 17,58 17,5
Median 17,52 | 2517 | 2367 |1919 |21,34 18,42 1936 [275 |[3217 |267 |205 24
75 % Percentile | 2043 |428 |2367 |2038 |2367 22,54 2917 |3375 |3217 |[274 |26,08 27,09
Maximum 21,33 | 4467 |2367 |20,38 |2633 27,67 32 39 3217 | 274 |38 30
Range 6 3062 [0 238 (1333 15,34 14 2233 |0 1,4 25 19,33
Mean 17,93 | 2859 |2367 |19,19 [2057 19,04 2218 |2757 |3217 [267 |2253 22,21
Std. Deviation 2499 (1235 [0 1,683 | 3,984 4,692 6,664 |816 |0 0,9899 | 8,022 6,13
Std. Errorof Mean | 1249 (504 |0 119 |1,26 1,484 3332 (3331 [0 0,7 2,537 2,043
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Isolierte Thrombozyten, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU +ASS -ASS

n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 9
ttPeak [min]
Minimum 2506 |[19,73 |37,83 |2673 |26 18 28 27,75 | 4433 |36 24,67 17,33
25 % Percentile | 2521 | 2618 | 37,83 |2673 |29,17 24,77 2869 |2844 |4433 |36 31,17 29
Median 27,34 |[36,84 |37,83 |27,87 |3484 32,42 3521 |41 4433 |3621 |34,34 35,09
75 % Percentile | 3125 |50 37,83 |29 37,08 35,83 4392 (50,09 |44,33 |3642 |41,09 38,67
Maximum 32 50 37,83 |29 41,67 39,17 4533 | 51,33 |44,33 |3642 |4767 40,33
Range 6,94 (3027 [0 227 | 1567 21,17 17,33 [2358 |0 042 |23 23
Mean 27,93 (36,96 |[37,83 |27,87 |3397 30,44 3594 (399 4433 [3621 [3563 33,05
Std. Deviation 3217 [1222 |0 1,605 | 4,92 6,872 8,004 |1024 |0 0,297 | 7,132 7,397
Std. Error of Mean | 1,609 | 4,987 |0 1,135 | 1,556 2,173 4,002 [4181 |0 021 |2,255 2,466
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Isolierte Thrombozyten, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
g +HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU +ASS -ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 9
Thrombin Peak [nM]
Minimum 4147 2283 |8378 |6096 |5055 65,47 13,63 |3244 |[50,1 |4029 |851 43,97
25 % Percentile | 4757 |34,03 |83,78 |60,9 [64,79 68,84 238 |[3916 |50,1 |4029 |33,69 52,03
Median 90,23 | 6664 |83,78 |[86,06 |686 92,72 7362 |4972 |501 |5443 |6474 55,28
75 % Percentile | 1245 | 9305 |[8378 |111,2 | 9564 117,5 1006 |74,38 |50,1 |6857 |92,08 95,28
Maximum 127,8 [121,7 | 8378 |1112 | 1211 156,7 1032 | 9557 |50,1 |6857 |1057 168,9
Range 86,3 (9882 [0 50,2 | 70,54 91,2 89,57 (6313 |0 28,28 | 97,18 124,9
Mean 87,43 (66,51 [8378 |86,06 |77,09 99,22 66,02 |56,03 |501 |5443 [60,89 76,78
Std. Deviation 406 (3517 |0 355 |21,75 31,79 40,78 |2259 |0 20 33,73 39,73
Std. ErrorofMean [ 203 [ 14,36 [0 251 | 6,877 10,05 20,39 (9222 |0 14,14 | 10,67 13,24
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Isolierte Thrombozyten, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
g +HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU +ASS -ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 9
ETP [nMxmin]
Minimum 860,6 |174,9 |[1498 |1200 | 1117 1219 4252 |5112 | 8039 |7363 |1198 852,4
25 % Percentile | 9589 | 503 1498 | 1290 | 1209 1301 5752 |6281 |8039 |7363 |[5265 906,2
Median 1472 | 1133 | 1498 | 1422 | 1302 1531 1153 | 9975 |[803,9 |1064 | 1139 1152
75 % Percentile | 1691 | 1374 [ 1498 | 1553 | 1485 1859 1753 | 1155 |[803,9 | 1391 | 1501 1648
Maximum 1691 | 1467 | 1498 | 1553 | 1671 1935 1910 | 1344 |[803,9 |[1391 | 1637 2111
Range 830 1292 |0 2627 | 5537 7154 1485 [8324 |0 654,7 | 1517 1259
Mean 1374 | 977.4 | 1498 |[1422 | 1339 1551 1160 |934,8 [803,9 |[1064 | 1034 1270
Std. Deviation 3994 [489,9 (0 1857 | 187 268,5 6153 |302,7 |0 462,9 |531,6 4604
Std. Errorof Mean | 199,7 [200 |0 131,3 | 59,12 84,89 3076 |1236 |0 327,3 | 168,1 153,5

212




ANHANG

Isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 8,7 637 |15 734 |733 6,33 837 |57 1483 (7,34 |867 6,67
25 % Percentile | g775 [7593 |15 7,34 | 8503 7 88 |78 1483 |734 |[105 7,503
Median 9,5 933 |15 917 | 10,83 7.85 1117 9,335 |[14,83 |8505 | 11,34 8,5
75 % Percentile | 105 |1358 |15 11 13,42 11,33 1225 |105 |[14,83 [967 |14,17 9,835
Maximum 10,67 |[17,33 |15 11 14 12 12,33 | 11 14,83 [967 |15 12
Range 1,97 [109 |0 3,66 | 6,67 5,67 39 |53 0 233 |[6,33 5,33
Mean 9593 |[1045 |15 917 | 10,67 8,836 10,76 9,033 |[14,83 [8,505 | 11,97 8,805
Std. Deviation 09082 [395 |0 2,588 | 2,459 2,135 1,817 [1,898 [0 1,648 | 2,168 1,632
Std. Error of Mean | 0,4541 [ 1613 |0 1,83 | 0,7777 0,6752 0,9083 | 0,7748 | 0 1,165 | 0,6854 0,516
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Isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
g +HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ttPeak [min]
Minimum 17,71 | 15,06 |2567 |157 | 1867 12,67 19,05 | 1506 |[2367 |17,7 |1933 14,67
25 % Percentile | 1862 |1739 | 2567 |157 |[1917 15,85 19,54 | 1864 |2367 |17.7 |21.17 16,62
Median 21,33 [19,17 | 2567 |1885 |22,34 19,09 235 |205 |2367 |[19,19 |24,67 18,67
75 % Percentile | 2159 | 2442 | 2567 |22 26,5 23,42 28,75 | 22,17 |23,67 |2067 |2575 21,13
Maximum 21,67 |[24,67 |2567 |22 28,33 24 2967 |2267 |2367 2067 |27,67 25,33
Range 39 [961 |0 6,3 9,66 11,33 1062 |761 |0 297 |834 10,66
Mean 2051 [201 |[2567 |1885 |2287 19,34 2393 [2009 |2367 [19,19 |2383 19,14
Std. Deviation 1,874 [3,745 |0 4,455 | 3527 3,943 4818 2702 |0 2,1 2,742 3,136
Std. Error of Mean | 0,9368 | 1,529 |0 315 [1,115 1,247 2,409 (1,103 |0 1,485 | 0,867 0,9918
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Isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
g +HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Thrombin Peak [nM]
Minimum 76,38 |[6945 |160,1 |112,8 |90,3 119,5 4234 |8338 |1135 (91,95 |5375 75,64
25 % Percentile | 8296 | 84,17 |160,1 | 1128 | 105 136,3 5929 |[8649 |1135 |9195 |[805 1245
Median 1248 |114,3 | 1601 | 1432 | 118,1 159,2 122 1225 | 1135 |1271 |1305 127.4
75 % Percentile | 1727 | 1327 | 160,1 |173,7 | 1481 201,3 173 137,8 [ 1135 (1622 | 1557 176,8
Maximum 181,3 | 140,6 | 160,1 |173,7 | 1666 243 186,1 | 141,2 [1135 |1622 | 1683 2683
Range 1049 (7111 |0 60,94 | 76,28 123,6 1438 (57,78 |0 70,25 | 114,6 192,7
Mean 126,8 |109,6 | 160,1 | 1432 | 1238 169,7 118,1 | 1156 |[1135 |127.1 |121,6 148
Std. Deviation 4653 |2645 |0 43,09 | 24,75 42,83 59,65 |2543 |0 49,67 | 40,25 52,56
Std. Errorof Mean [ 2326 [ 10,8 |0 30,47 | 7,826 13,54 29,83 [1038 |0 3513 | 12,73 16,62
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Isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
o JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ETP [nMxmin]
Minimum 1147 |[929,3 | 2056 | 1789 | 1561 1609 1045 | 1340 |[1257 |1418 | 1003 1193
25 % Percentile | 1317 [ 1435 |2056 |1789 | 1623 1830 1169 | 1420 |[1257 |1418 | 1204 1533
Median 1891 | 1676 |2056 |2062 | 1720 2181 1686 | 1772 |1257 | 1834 | 1882 1797
75 % Percentile | 2286 | 1797 |2056 |2335 | 1958 2697 2452 | 2002 |1257 |2251 | 2030 2618
Maximum 2396 [ 1907 |2056 |2335 | 2004 2800 2658 | 2002 | 1257 |[2251 | 2407 3494
Range 1249 | 9778 |0 5464 | 4428 1190 1613 |[662,1 [0 8334 | 1404 2302
Mean 1832 | 1592 | 2056 2062 |1774 2247 1769 | 1723 |[1257 |[1834 | 1718 2010
Std. Deviation 517,2 | 3411 |0 3864 | 168 436,5 676,1 |3048 |0 589,3 | 490,1 695,5
Std. Error of Mean | 2586 | 139,3 |0 2732 | 53,12 138 338 1244 |0 416,7 | 155 219,9
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Isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 733 |704 |145 |733 |9 7,04 833 |704 |13 7,01 7,33 8
25 % Percentile  |759 |8008 |145 |[733 [105 8,42 8423 |776 |13 701 | 1017 9,128
Median 885 |1067 |145 |7.835 |1217 9,5 9,015 |[1242 |13 8,005 | 115 10
75 % Percentile | 1184 [1146 |145 |834 |1384 12,34 13,08 | 1475 |13 9 13,58 12,33
Maximum 12,67 (1183 | 145 |834 |18 14,67 14,33 |17 13 9 15 22,67
Range 534 479 |0 101 |9 7.63 6 996 |0 1,99 |[767 14,67
Mean 9425 |9977 [145 7835 |1247 10,24 10,17 [ 11,81 |13 8,005 | 117 11,56
Std. Deviation 2,312 [1,885 [0 0,7142 | 2,539 2,577 2,802 (3,738 |0 1,407 | 2,343 4,216
Std. Errorof Mean | 1,156 [ 0,7697 | 0 0,505 | 0,8029 0,8148 1,401 [1526 [0 0,995 | 0,741 1,333
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Isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen

+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ttPeak [min]
Minimum 18 14,72 27,33 | 18,04 |22 17,06 20,05 | 14,05 |26 17,7 | 18,33 20,33
25 % Percentile | 181 | 18,18 | 27,33 |18,04 |2367 18,83 20,12 | 20,76 |26 17,7 | 22,83 20,67
Median 2086 |[225 |[2733 |1886 |26 21,84 22 26,25 |26 19,35 | 26,67 22,67
75 % Percentile | 2434 (2321 |27,33 | 19,67 |2883 27,25 2442 2983 |26 21 27,83 26,75
Maximum 2467 |[2333 [27,33 |1967 |32 30,5 2467 |3233 |26 21 32,33 37,17
Range 667 [861 |0 163 |10 13,44 462 |1828 |0 33 14 16,84
Mean 21,1 [2093 |27,33 |18,86 |26,33 22,94 2218 | 2515 |26 19,35 | 2587 24,42
Std. Deviation 3,402 |3,38 |0 1,153 | 3.2 4,81 2,337 [6277 |0 2,333 | 3,891 5,179
Std. Errorof Mean | 1,701 [ 1,382 |0 0,815 | 1,012 1,521 1,168 |[2562 |0 165 |[1,23 1,638
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Isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Thrombin Peak [nM]
Minimum 26,67 | 41,12 |9942 |5969 |[5636 51,71 27,52 | 3424 |5142 |5804 |3643 40,2
25 % Percentile | 3779 |5722 | 9942 |5969 |61,04 62,15 3427 | 4374 |5142 |5804 |5369 47,89
Median 82,53 | 6582 |9942 (8385 |71.94 93,08 63,16 |57.95 |5142 |7827 |[736 65,16
75 % Percentile | 1094 |100,1 |99,42 | 108 85,38 110,2 91,84 |7694 |5142 |9849 [90,68 76,38
Maximum 1145 |131,7 | 9942 | 108 150,2 1233 98,52 | 104 51,42 | 9849 | 102 1435
Range 87,86 | 9062 [0 4831 | 9383 71,56 71 69,75 |0 40,45 | 65,58 103,3
Mean 76,56 | 76,12 [99.42 |83.85 |7839 87,96 63,09 (6149 |5142 |7827 |[71,96 69,07
Std. Deviation 3769 3129 [0 34,16 | 2743 26,53 2983 (2379 |0 286 | 2145 29,43
Std. Errorof Mean | 18,84 [ 12,77 |0 2416 | 8,673 8,391 1492 (9712 |0 20,23 | 6,782 9,306
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Isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ETP [nMxmin]
Minimum 593,3 | 7438 |1718 [1312 | 1151 1103 6954 |9571 | 9499 |1191 |[8623 910,5
25 % Percentile | 7979 | 1125 |1718 |1312 | 1219 1246 8599 | 1015 |949,9 |[1191 |[9706 984,2
Median 1551 [ 1399 | 1718 | 1501 | 1353 1564 1431 | 1179 |949,9 | 1523 | 1424 1181
75 % Percentile | 1847 | 1509 |[1718 | 1690 | 1477 1790 1522 | 1370 |949,9 | 1855 | 1572 1331
Maximum 1900 |1638 | 1718 |1690 | 1738 2031 1526 | 1396 |949,9 | 1855 | 1884 2465
Range 1306 [894,7 |0 3786 |586,7 927,5 831 4391 |0 664,5 | 1021 1554
Mean 1399 [1316 |1718 | 1501 | 1382 1543 1271 [ 1184 |[949,9 |1523 | 1355 1277
Std. Deviation 572,9 | 3096 [0 2677 | 1791 326,6 3913 (1881 |0 4699 | 3288 458,7
Std. Errorof Mean | 2865 [ 1264 |0 189,3 | 56,64 103,3 1956 [7679 |0 332,3 | 104 145
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8.1.6 Thrombingenerierung der mononukledren Zellen (mittels CAT)

Legende: MNC = mononukledre Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,
ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to
peak”, nM = Nanomolar, ETP = endogenes Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter

MNC, basal
EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
o JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 8 4 6 1 2 7 8
Lag time [min]
Minimum 1417 (13,38 | 19,33 | 16,37 |14 14,33 12,33 | 1369 (2133 [2572 |18,33 14,33
25 % Percentile | 1447 [1435 | 19,33 | 16,37 | 14,84 15,08 12,42 | 1743 [21,33 |2572 | 1833 15,92
Median 16,03 | 17,77 | 19,33 | 19,19 |17 17,84 1436 |19,7 (21,33 |[30,86 |19,33 20,17
75 % Percentile | 1717 | 2525 | 19,33 |22 20,17 21,08 16,26 |2446 (21,33 |36 26,33 26,18
Maximum 17,33 |35 19,33 |22 25,67 43 16,33 |26,33 (21,33 |36 33,33 33,67
Range 316 [2162 |0 563 | 11,67 28,67 4 1264 (0 10,28 |15 19,34
Mean 15,89 | 20,1 19,33 | 19,19 | 17,74 20,62 1434 [2032 (21,33 |[3086 |22,09 21,51
Std. Deviation 1,402 [7,903 |0 3,981 | 3,851 9,433 2135 [4422 |0 7,269 | 5,688 6,439
Std. Error of Mean | 0,7012 | 3,226 |0 2,815 | 1,284 3,335 1,068 | 1,805 [0 514 | 2,15 2,277
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MNC, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
o JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen

+HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 8 4 6 1 2 7 8
ttPeak [min]
Minimum 21,83 | 22,07 |33 2439 | 2533 28,33 16,67 |21,37 |[33,67 4333 |29 28,33
25 % Percentile | 2287 [2577 |33 2439 | 27,17 29,92 17,84 | 2559 |[3367 |4333 |32 31,42
Median 26,17 | 30,03 |33 28,03 |33 31,84 2367 |34,38 |3367 |4472 |33 33,83
75 % Percentile | 26,88 | 34,21 |33 31,67 | 34,83 39,87 32,81 |3742 |3367 |46,11 |3867 35,24
Maximum 27,06 | 43,33 |33 31,67 |37 49 35,08 |39,67 |3367 |46,11 |39 36,33
Range 523 (2126 |0 728 | 11,67 20,67 1841 [183 |0 278 |10 8
Mean 2531 (3061 |33 28,03 | 31,37 34,98 2477 | 3225 |3367 |4472 |3433 33,18
Std. Deviation 2,359 (7,085 |0 5148 | 4,172 6,988 7,858 |6,888 |0 1,966 | 3,811 2,612
Std. ErrorofMean | 1,179 | 2884 |0 364 |1,391 2,471 3929 (2812 |0 1,39 | 1,441 0,9236
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MNC, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen

+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 8 4 6 1 2 7 8
Thrombin Peak [nM]
Minimum 42,76 | 607 |4636 (847 |249 1,71 2328 |263 |278 |6,11 1,39 1,15
25 % Percentile | 4323 |6445 |4636 |847 |[9,035 6,115 3266 |[3643 |278 |61 [218 3,45
Median 5426 |[3332 |4636 |3527 |1686 14,62 645 |4199 |278 [3394 |1256 10,08
75 % Percentile | 64,89 | 82,07 | 46,36 |62,07 |2644 30,59 162,6 |6866 (27,8 |[61,77 |339 25,26
Maximum 65,23 | 8505 |46,36 |6207 |3927 42,91 194 69,79 | 278 |6177 |3746 27,79
Range 2247 (7898 |0 536 | 3678 41,2 170,7 | 67,16 |0 55,66 | 36,07 26,64
Mean 5413 [409 [4636 |3527 [17.89 17,74 86,57 |3811 |27.8 [3394 |[1749 12,89
Std. Deviation 12,07 [3502 |0 379 [1176 14,36 7427 (3113 |0 39,36 | 15,96 10,99
Std. ErrorofMean | 6,035 [ 14,3 |0 26,8 |[3,919 5,077 3714 (1271 |0 27,83 | 6,031 3,887
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MNC, basal

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen

+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 9 8 4 6 1 2 7 8
ETP [nMxmin]
Minimum 9094 | 117 9987 | 1495 | 58,58 25,97 650,8 | 64,39 | 489 87,11 | 40,2 31,37
25 % Percentile | 998 | 1295 |998,7 |149,5 |2302 169,8 782 | 8369 |489 |[87,11 |[66,14 78,23
Median 1172 | 8824 |998,7 |6989 |4268 381,3 1207 | 8456 | 489 900,6 | 3407 220,7
75 % Percentile | 1207 |[1337 |998,7 |1248 |7203 855,5 1468 | 1070 | 489 1714 | 853,6 630,6
Maximum 1212 [ 1395 |998,7 | 1248 | 9592 1056 1544 | 1321 | 489 1714 | 864,4 773,3
Range 3023 |1278 |0 1099 | 900,6 1030 8929 (1257 |0 1627 | 824,2 742
Mean 1116 | 788 998,7 | 6989 |4715 471,9 1152 [ 692,2 | 489 900,6 | 4287 328,5
Std. Deviation 1404 [567,2 |0 777 3106 370,8 3709 (5093 |0 1150 | 3734 296,9
Std. Errorof Mean | 70,19 [ 2315 |0 549.4 | 1035 131,1 1855 (2079 |0 813,5 | 141,1 105
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MNC mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
o JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 733 |6 12 734 | 667 7,33 667 |637 |12 968 |833 6,67
25 % Percentile | 7623 [6,278 |12 734 | 742 8,75 717 |6843 |12 968 |9 9,08
Median 8,6 9,165 |12 9,335 | 9,665 10,17 902 |8755 |12 10,51 |10 10,52
75 % Percentile | 8925 | 12,64 |12 11,33 | 11,08 10,67 9,595 | 11,67 |12 11,33 | 10,42 11,42
Maximum 9 18 12 11,33 |12 12,05 967 |1367 |12 11,33 [ 12,33 12,67
Range 167 |12 0 399 |533 4,72 3 73 0 165 |4 6
Mean 8,383 (9925 |12 9,335 |94 9,822 8595 |[9258 |12 10,51 | 9,966 10,17
Std. Deviation 0,7311 | 4,427 |0 2,821 | 1,895 1,39 135 |27 0 1,167 | 1,105 1,746
Std. Error of Mean | 0,3656 | 1,807 |0 1,995 | 0,5994 0,4394 0675 |[1,102 |0 0,825 | 0,3493 0,5522
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MNC mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
g +HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ttPeak [min]
Minimum 17 14,39 | 23 16,37 | 17,33 21 12,33 | 14 22 2238 | 19,33 19,33
25 % Percentile | 1729 [156 |23 16,37 | 20,17 24,42 14,17 | 16,03 |22 2238 | 21,92 20,67
Median 1842 |2092 |23 18,94 | 24 30,92 19,84 |212 |22 2261 | 24,84 26,17
75 % Percentile | 192 |2858 |23 21,5 | 2867 32,24 2404 |2733 |22 2283 |27 29,56
Maximum 19,38 | 28,67 |23 21,5 |3233 33 2539 |2833 |22 2283 |33 34,33
Range 238 (1428 |0 513 |15 12 13,06 |[1433 [0 045 | 13,67 15
Mean 18,31 | 21,58 |23 18,94 | 24,57 28,79 19,35 |2141 |22 2261 | 24,97 26,01
Std. Deviation 1,002 |[6,061 |0 3,627 | 5,102 4,453 5363 [5865 |0 0,3182 | 3,857 48
Std. Error of Mean | 0,5008 | 2,474 |0 2,565 | 1,614 1,408 2682 (2394 |0 0,225 |1,22 1,518
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MNC mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

Gt JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS -ASS

n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Thrombin Peak [nM]
Minimum 71,87 |3205 |[7041 |2045 |3342 29,22 69,35 |37,08 |57,12 |4238 |2685 16,12
25 % Percentile | 726 3817 [7041 |2045 |366 46,67 7061 |4841 |57,12 |4238 |[316 41,21
Median 81,77 |6625 |7041 |6896 [4495 51,83 8502 |[5658 |57,12 |9165 |3941 53,22
75 % Percentile | 1086 |94,17 |7041 |[117,5 |53,02 60,54 184,2 (1096 |57,12 |140,9 |7041 58,12
Maximum 1152 |119,2 | 7041 | 1175 |683 61,37 2138 |[1134 |57,12 [1409 |97,16 67,43
Range 4336 [8711 |0 97,02 | 34,88 32,15 1444 76,32 |0 98,53 | 70,31 51,31
Mean 87,66 |6829 |[7041 |6896 [4675 51,07 1133 | 70,7 |57,12 [9165 |51,15 48,49
Std. Deviation 198 (3168 |0 68,6 | 11,98 9,881 67,94 (3199 |0 69,67 | 24,07 15,32
Std. Error of Mean | 9,899 | 12,93 |0 4851 | 3,787 3,124 3397 (1306 |0 4927 | 7613 4,845
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MNC mit 1 pM TF

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
G JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ETP [nMxmin]
Minimum 1078 | 604,2 | 1006 |427,1 |917.3 823,1 1227 | 7983 |8475 |883 7414 4927
25 % Percentile | 1169 | 1003 | 1006 |427,1 | 9891 1198 1307 | 9757 |8475 |883 |8599 883,7
Median 1457 | 1292 | 1006 | 1060 | 1174 1297 1623 | 1244 |[8475 |1643 | 1104 1191
75 % Percentile | 1630 | 1499 | 1006 | 1692 | 1273 1433 1958 | 1500 |[847,5 |2403 | 1524 1344
Maximum 1683 | 1717 | 1006 | 1692 | 1406 1528 2044 | 2102 | 8475 |2403 |1775 1900
Range 604,8 [1113 |0 1265 | 4885 705,2 8174 [1304 |0 1520 | 1033 1408
Mean 1419 [ 1245 |1006 [1060 [ 1155 1282 1629 1287 |[8475 |[1643 | 1193 1171
Std. Deviation 2511 (3696 |0 894,5 | 165 201,8 3394 |4407 |0 1075 | 366,6 391,7
Std. ErrorofMean | 1255 | 1509 |0 632,5 |52,19 63,81 169,7 [179,9 |0 760 115,9 123,9
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MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
Gruppe JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
Lag time [min]
Minimum 6,7 804 |1167 |667 |7 8 633 |768 |833 |1068 |8 6,67
25 % Percentile | 943 |[8258 | 11,67 |667 |8503 8,75 7005 [792 |833 |1068 |8503 9,42
Median 7,835 | 9585 |1167 |7.835 [9,335 10,5 935 |8355 |833 |1176 |[9,335 10,5
75 % Percentile | 9748 |1259 | 11,67 |9 11,33 11,34 1067 |1112 (833 |[1283 |10,08 125
Maximum 10,33 [ 16,36 | 11,67 |9 13,67 14,33 11 135 (833 (1283 |10,67 14,5
Range 363 [832 |0 233 | 6,67 6,33 467 |[582 |0 215 | 267 7,83
Mean 8,175 | 10,54 |1167 [7.835 |98 10,4 9008 |[937 |833 |1176 9,268 10,66
Std. Deviation 1,539 |3,081 |0 1,648 | 1,932 1,879 1,965 [2235 [0 1,52 [ 0,9402 2,268
Std. Error of Mean | 0,7695 | 1,258 | 0 1,165 | 0,611 0,5943 0,9823 [ 09123 | 0 1,075 | 0,2973 0,7173
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MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA

— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS

n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ttPeak [min]
Minimum 17 17,39 (2333 |157 |18,33 19,67 13 1567 |[2567 |2583 |16 16,33
25 % Percentile | 1708 | 181 |2333 |157 |[2083 20,25 15 16,95 | 2567 |2583 |[1892 23,33
Median 1752 (215 |2333 |17,69 |2284 27,33 2167 |[1937 |2567 |2611 |24 245
75 % Percentile | 2093 |281 |[2333 |1967 |265 30,9 2238 2246 |2567 |2639 |2684 26,6
Maximum 22 32,39 | 2333 |[19,67 |2833 33 2239 2983 |2567 |2639 |28 29,67
Range 5 15 0 397 |10 13,33 939 [1416 |0 056 |12 13,34
Mean 1851 [22,96 |2333 |17,69 |234 26,56 19,68 [2027 |2567 |26,11 |23,03 24,56
Std. Deviation 2,345 | 5695 [0 2,807 | 3,142 5,034 4499 (4953 |0 0,396 | 4,235 3,506
Std. Errorof Mean | 1,172 [ 2325 |0 1,985 |0,9935 1,592 225 (2022 |0 028 |1,339 1,109
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MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
— JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | #HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | #+HU | -HU +ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 6 1 2 10 10
Thrombin Peak [nM]
Minimum 4105 |123 |6882 |1301 |686 5,49 3948 |817 |20,62 | 15,1 7,69 6,77
25 % Percentile | 43509 | 197 |6882 |13,01 [1595 12,95 402 |1831 2062 [151 |[12,83 11,04
Median 558 | 3243 |[6882 |4531 |2362 23,54 54 342 |2062 |44,09 |16,92 19,22
75 % Percentile | 6262 |6628 [6882 |776 | 3561 32,46 1294 |61,33 |[20,62 |73,08 |47,59 26,98
Maximum 63,36 | 7587 |6882 |776 |40 35 150,7 |84,74 |2062 |73,08 |1044 32,8
Range 2231 | 6357 [0 64,59 | 33,14 29,51 1112 [7657 |0 57,98 | 96,74 26,03
Mean 54 39,71 | 6882 [4531 |2446 22,68 7454 |[3942 |2062 |44,09 [30,53 19,33
Std. Deviation 10,06 [2478 |0 45,67 | 10,58 10,12 5209 (2722 |0 41 30,07 8,384
Std. Errorof Mean | 5032 [ 10,12 |0 323 [3345 3,199 26,05 11,11 |0 28,99 | 9,509 2,651
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MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

EIGENPLASMA KONTROLLPLASMA
- JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen | JAK2 | JAK2 | CALR | CALR | Kontrollen | Kontrollen
+HU | -HU | +HU | -HU +ASS - ASS +HU | -HU | +HU | -HU + ASS - ASS
n 4 6 1 2 10 10 4 6 1 2 10 10
ETP [nMxmin]
Minimum 92904 (3142 |1169 | 256 162,1 152,8 1001 | 212,3 |4865 |334,7 | 1945 166,4
25 % Percentile | 9514 | 457 1169 |[256 | 4197 398,2 1014 | 5085 |4865 |334,7 |3145 2946
Median 1079 |856,2 | 1169 |8194 |677.8 657 1175 | 6414 |4865 |1028 |497,2 4987
75 % Percentile | 1187 | 1060 | 1169 | 1383 [ 907.,6 846,5 1548 | 1036 |[486,5 |1721 | 1223 702,2
Maximum 1202 | 1202 | 1169 |1383 | 1210 9814 1632 | 1640 |[4865 |1721 | 1705 891,4
Range 272,7 |887,7 |0 1127 | 1048 828,7 6312 [1428 |0 1387 | 1511 725
Mean 1072 | 790,9 | 1169 |8194 |667.8 628,9 1246 | 762,8 |4865 |1028 |686,9 515,6
Std. Deviation 1223 (3354 |0 796,8 | 308,1 271,9 287,8 | 4757 |0 9805 |513,3 2348
Std. Error of Mean | 61,13 [ 136,9 |0 5634 | 97,42 85,98 1439 [1942 |0 693,3 | 162,3 74,24
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8.2 TABELLEN: P-WERTE

8.2.1 Agonisten-induzierte thrombozytare Aggregation (mittels

Lumi-Aggregometrie)
Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p <0,05.

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

Lumiaggregometrie - Aggregation

Arachidonsaure

mit ASS: JAK2V617F +HU

mit ASS: JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,7955 (Mann-Whitney test)

0,4006 (Mann-Whitney test)

<0,0001 (Mann-Whitney test)

Kontrollen ohne ASS

<0,0001 (Unpaired t test)

0,0025 (Mann-Whitney test)

JAK2V617F -HU

0,4643 (Mann-Whitney test)

Kollagen (2 pg/ml)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,1608 (Mann-Whitney test)

0,4082 (Mann-Whitney test)

0,0712 (Mann-Whitney test)

Kontrollen ohne ASS

0,9077 (Mann-Whitney test)

0,0248 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,0714 (Mann-Whitney test)

Kollagen (10 pg/ml)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0465 (Unpaired t test)

0,0079 (Unpaired t test)

0,031 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0069 (Unpaired t test)

0,0006 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,8548 (Unpaired t test)

TRAP-6 (10 uM)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,7841 (Unpaired t test)

0,2362 (Mann-Whitney test)

0,1969 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,2905 (Unpaired t test)

0,0390 (Mann-Whitney test)

JAK2V617F -HU

0,7905 (Mann-Whitney test)

TRAP-6 (50 uM)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,2447 (Unpaired t test)

0,1580 (Unpaired t test)

0,2815 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0622 (Unpaired t test)

0,0616 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,7454 (Unpaired t test)
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8.2.2 Agonisten-induzierte thrombozytare ATP-Freisetzung (mittels

Lumi-Aggregometrie)

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p <0,05.

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure,

+ = Einnahme des Medikaments, - =

keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl,

TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, ATP = Adenosintriphosphat

Lumiaggregometrie - ATP-Freisetzung

Kollagen (10 pug/ml)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0876 (Unpaired t test)

0,0500 (Unpaired t test)

0,0149 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0077 (Unpaired t test)

0,0018 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,9074 (Unpaired t test)

TRAP-6 (50 uM)

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,1343 (Unpaired t test)

0,1021 (Unpaired t test)

0,0409 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0051 (Unpaired t test)

0,0012 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,7394 (Unpaired t test)

8.2.3 Plasmatische Thrombingenerierung (mittels CAT)

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p < 0,05.
Legende: PFP = Thrombozyten-freies Plasma, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens,
HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine

Einnahme des Medikaments, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor

PFP mit TF (5 pM)

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,2785 (Unpaired t test)

0,3757 (Mann-Whitney test)

0,871 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,2832 (Unpaired t test)

0,4088 (Mann-Whitney test)

JAK2V617F -HU

0,9429 (Mann-Whitney test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,3349 (Unpaired t test)

0,2019 (Unpaired t test)

0,9098 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,2827 (Unpaired t test)

0,1974 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,6796 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,3592 (Unpaired t test)

0,3722 (Unpaired t test)

0,3355 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,9246 (Unpaired t test)

0,1715 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0,3260 (Unpaired t test)

endogenous
thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,1862 (Unpaired t test)

0,4923 (Mann-Whitney test)

0,3855 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,4449 (Unpaired t test)

0,2198 (Mann-Whitney test)

JAK2V617F -HU

0,1714 (Mann-Whitney test)
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8.2.4 Thrombozytare Thrombingenerierung (mittels CAT)

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p <0,05.

Legende: PRP

Plattchen-reiches Plasma,
HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, +

JAKZ

Mutation des JAKZ2-Gens,
Einnahme des Medikaments, - = keine

Einnahme des Medikaments, TF = “tissue factor’” = Gewebefaktor, pM = Pikomolar, U = Units,
ml = Milliliter, ng = Nanogramm

PRP basal

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,4797 (Mann-Whitney test)

0,0182 (Mann-Whitney test)

0,3922 (Mann-Whitney test)

Kontrollen ohne ASS

0,2436 (Unpaired t test)

0,0035 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,8448 (Unpaired t test)

0,0052 (Unpaired t test)

0,6057 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,6349 (Unpaired t test)

0,0132 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,2293 (Unpaired t test)

0,2890 (Unpaired t test)

0,6505 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,4927 (Unpaired t test)

0,2425 (Unpaired t test)

endogenous thrombin

potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,4862 (Unpaired t test)

0,0969 (Unpaired t test)

0,2991 (Mann-Whitney test)

Kontrollen ohne ASS

0,7879 (Mann-Whitney test)

0,1833 (Mann-Whitney test)

PRP mit TF (1 pM)

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,8383 (Unpaired t test)

0,2227 (Unpaired t test)

0,4939 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,3145 (Unpaired t test)

0,1150 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,3779 (Unpaired t test)

0,7478 (Unpaired t test)

0,9105 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,1309 (Unpaired t test)

0,6507 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0205 (Unpaired t test)

0,3341 (Unpaired t test)

0,3186 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0503 (Unpaired t test)

0,1086 (Unpaired t test)

endogenous thrombin

potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0364 (Unpaired t test)

0,2082 (Unpaired t test)

0,1765 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0982 (Unpaired t test)

0,0320 (Unpaired t test)
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PRP mit Thrombin (0,1 U/ml)

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,8836 (Unpaired t test)

0,2354 (Unpaired t test)

0,5892 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,7409 (Unpaired t test)

0,3306 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,6366 (Unpaired t test)

0,6591 (Unpaired t test)

0,4072 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,1304 (Unpaired t test)

0,7588 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,5758 (Unpaired t test)

0,2739 (Unpaired t test)

0,7197 (Mann-Whitney test)

Kontrollen ohne ASS

0,0755 (Mann-Whitney test)

0,6889 (Mann-Whitney test)

endogenous thrombin

potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,8334 (Unpaired t test)

0,0447 (Unpaired t test)

0,451 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,3546 (Unpaired t test)

0,0497 (Unpaired t test)

PRP mit Convulxin (50 ng/ml)

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,2971 (Unpaired t test)

0,0002 (Mann-Whitney test)

0,3524 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0739 (Unpaired t test)

0,0002 (Mann-Whitney test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,679 (Unpaired t test)

0,0005 (Mann-Whitney test)

0,1876 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,1618 (Unpaired t test)

0,0002 (Mann-Whitney test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0539 (Mann-Whitney test)

0,5563 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,7333 (Mann-Whitney test)

0,1072 (Unpaired t test)

0,0108 (Unpaired t test)

endogenous thrombin

potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0523 (Unpaired t test)

0,3575 (Unpaired t test)

0,0996 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,3608 (Unpaired t test)

0,0431 (Unpaired t test)

PRP mit Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml)

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,5007 (Unpaired t test)

0,1034 (Unpaired t test)

0,2928 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,8527 (Unpaired t test)

0,0214 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,206 (Unpaired t test)

0,3474 (Unpaired t test)

0,0536 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,8150 (Unpaired t test)

0,0103 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,034 (Unpaired t test)

0,5069 (Unpaired t test)

0,007 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,8361 (Unpaired t test)

0,0045 (Unpaired t test)

endogenous thrombin

potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

Kontrollen ohne ASS

Kontrollen mit ASS

0,0092 (Unpaired t test)

0,4805 (Unpaired t test)

0,111 (Unpaired t test)

Kontrollen ohne ASS

0,0960 (Unpaired t test)

0,0799 (Unpaired t test)
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8.2.5 Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten (mittels CAT)

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p <0,05.

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure,
+ = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, TF = “tissue factor’ =
Gewebefaktor, pM = Pikomolar, U = Units, ml = Milliliter

isolierte Thrombozyten, basal

in Eigenplasma

in Kontrollplasma

lag time

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,4426 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,4967 (Unpaired t test)

0,2194 (Unpaired t test)
0,9241 (Unpaired t test)

time to peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,2036 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,5503 (Unpaired t test)

0,4368 (Unpaired t test)
0,4485 (Unpaired t test)

thrombin peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,0859 (Unpaired t test)

0,0653 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,2178 (Unpaired t test)

0,6038 (Mann-Whitney test)

endogenous thrombi

n potential

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,0552 (Unpaired t test)

0,0947 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,1042 (Unpaired t test)

0,5490 (Mann-Whitney test)

isolierte Thrombozyten, basal

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0,2 (Mann-Whitney test)

JAK2V617F -HU

0.8689 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.1129 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.6602 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.4849 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.5529 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.5814 (Unpaired t test)
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isolierte Thrombozyten, basal
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time JAK2V6TTF +HU JAK2VGT7F -TU JAK2VGTIE +HU JAK2VGTTFE 1
) Kontrollen mit ASS 0,247 (Unpaired t test) __ [0,0737 (Unpaired t test) __|0,8691 (Mann-Whitney test) |0,0356 (Unpaired t test)
in Eigenplasma . trollen ohne ASS|0,6657 (Unpaired t test) __|0,0423 (Unpaired t test) __|0,3736 (Mann Whitney test) |0,0179 (Unpaired t test
o Kontrollen mit ASS [0,2916 (Unpaired t test) 0,2505 (Unpaired t test) 0,9181 (Mann-Whitney test) |0,2469 (Unpaired t test)
in Ronfrofplasma ontrollen ohne ASS|0,2123 (Unpaired ttest)  |0,2036 (Unpaired t test)  |0,8252 (Mann-Whitney test) |0,1692 (Unpaired t test)
[time to peak JAK2VGT7F +HU JAK2VG1TF -HU JAK2VGTTF +HU JAK2VGTTF -HU
— Kontrollen mit ASS |0,0449 (Unpaired t test) _[0,4969 (Unpaired t test) _ |0,5796 (Unpaired t test) 0,1367 (Unpaired t test)
inEigenplasma ¢ llen ohne ASS|0,5048 (Unpaired ttest)  |0,1894 (Unpaired t test)  |0.2196 (Unpaired t test) 0,0430 (Unpaired t test)
 Kontrolofasmg _Fontrollen mit ASS [0,0640 (Unpaired ttest) [0,7867 (Unpaired { test) _[0,9460 (Unpaired t test) _[0,3404 (Unpaired t test)
n Pasma  ontrollen ohne ASS|0,2189 (Unpaired t test)  [0,4510 (Unpaired t test)  |0,5383 (Unpaired t test) 0,1544 (Unpaired t test)
thrombin peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Exgerpla Kontrollen mit ASS |0,5400 (Unpaired ttest) _ |0,4653 (Unpaired t test) _ |0,5128 (Unpaired t test) 0,0855 (Unpaired { test)
inEigenplasma ¢ rollen ohne ASS|0,5706 (Unpaired ttest) _|0.0758 (Unpaired ttest) __[0,1273 (Unpaired t test) ___|0.0116 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS [0,2312 (Unpaired t test) 0,7554 (Unpaired t test) 0,8117 (Unpaired t test) 0,7601 (Unpaired t test)
P Kontrollen ohne ASS|0,7105 (Mann-Whitney test) |0,7756 (Mann-Whitney test) |>0,9999 (Mann-Whitney test) |0,1810 (Mann-Whitney test)
endogenous thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
) Kontrollen mit ASS |0,8235 (Unpaired ttest) _ |0,0514 (Unpaired t test) __ |0,4012 (Unpaired t test) __|0,0049 (Unpaired t test)
inEigenplasma ¢ rollen ohne ASS|0,3471 (Unpaired t test) __|0,0085 (Unpaired ttest) 0,121 ired t test 0,0008 (Unpaired t test
n Kontrolotasma _ ontrollen it ASS 0,2749 (Unpaired ttest) [0,8344 (Unpaired t test) _[0,7073 (Unpaired t test) |0,6838 (Unpaired t test)
= PaSM3_ Kontrollen ohne ASS)0,7105 (Mann-Whitney test) [0,5287 (Mann-Whitney test) |0,9399 (Mann-Whitney test) |0,2238 (Mann-Whitney test)
isolierte Thrombozyten mit TF (1 pM)
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS
in Eigenplasma Kontrollen ohne ASS ]0,0925 (Unpaired t test) 0,9713 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS 0,2252 (Unpaired t test) 0,0017 (Unpaired t test)
time to peak Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS
in Eigenplasma___|Kontrollen ohne ASS |0,0493 (Unpaired t test) 0,9010 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma [Kontrollen mit ASS  ]0,5019 (Unpaired t test) 0,0022 (Unpaired t test)
thrombin peak Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS
in Eigenplasma ___|Kontrollen ohne ASS 10,0088 (Unpaired t test)  [0,3242 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma |Kontrollen mit ASS 0,8849 (Unpaired t test) 0,2227 (Unpaired t test)
endogenous thrombin potential Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS
in Eigenplasma Kontrollen ohne ASS 0,005 (Unpaired t test) 0,3736 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma |Kontrollen mit ASS 0,7369 (Unpaired t test) 0,2922 (Unpaired t test)

isolierte Thrombozyten mit TF (1 pM)

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.2950 (Unpaired t test)

0.4474 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.6286 (Mann-Whitney test

0.9993 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.8254 (Unpaired t test)

0.6965 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F -HU

0.8880 (Unpaired t test)
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isolierte Thrombozyten mit TF (1 pM)
_ in Eigenplasma — in KontL)I lasma

lag time JAK2V617F +HU JAK2V617F -HJ JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Eigenpt Kontrollen mit ASS |0,4210 (Unpaired t test)  |0,8930 (Unpaired t test) _ |0,9478 (Unpaired t test) 0,1863 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,5146 aired t test 0,3024 ired t test 0,1409 ired t test 0,8550 aired t test
st Kontrollen mit ASS [0,0597 (Unpaired t test) 0,3325 (Unpaired t test) 0,3459 (Unpaired t test) 0,0160 (Unpaired t test)
! P Kontrollen ohne ASS|0,3875 (Unpaired t test)  |0,2580 (Unpaired t test)  |0,0730 (Unpaired t test) 0,8022 (Unpaired t test)

[time to peak —__[JAK2V6T7F +HU JAK2VGTTF -HU JAK2VGTTF +HU JAR2VGTTF -HU
- Kontrollen mit ASS 10,2288 (Mann-Whitney test) [0,1589 (Unpaired t test) 0,6521 (Unpaired t test) 0,1214 (Unpaired t test)
inEigenplasma (i llen ohne ASS|0,9201 (Mann-Whitney test) [0.7115 (Unpaired t test)  |0.0881 (Unpaired t test) 0,6873 (Unpaired t test)
i Kontrollolasma _ontrolien mit ASS [0,0949 (Mann-Whitney test) [0,0368 (Unpaired t test) [0,9625 (Unpaired t test) 0,0188 (Unpaired t test)
P Kontrollen ohne ASS|0,1718 (Mann-Whitney test) |0,5910 (Unpaired t test) 0,0456 (Unpaired t test) 0,5463 (Unpaired t test)

thrombin JAK2VGTTF +HU JAK2V617F - JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
inEigenplasma  Kontrollen mit ASS 0,573 (Unpaired t test) 0,2984 (Unpaired t test)  [0,7990 (Unpaired t test) 0,5386 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,1234 (Unpaired t test) _ |0,0082 (Unpaired t test) __[0,0916 (Unpaired t test) 0,0145 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS |0,8358 (Unpaired t test) 0,5299 (Unpaired t test) 0,9006 (Unpaired t test) 0,7518 (Unpaired t test)
P Kontrollen ohne ASS|0,4969 (Unpaired t test)  |0,1208 (Unpaired t test)  |0,3713 (Unpaired t test) 0,1834 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Eigenpt Kontrollen mit ASS |0,7478 (Unpaired t test) 0,3676 (Mann-Whitney test) |0,9828 (Unpaired t test) 0,6685 (Unpaired t test)
3™ Kontrollen ohne ASS|0,1514 (Unpaired t test) __|0,0075 (Mann-Whitney test) |0, 1373 (Unpaired t test) 0,0221 (Unpaired t test)
in Kontroliplasma Kontrollen mit ASS |0,7058 (Unpaired t test) 0,3676 (Mann-Whitney test) |0,8761 (Unpaired t test) 0,9834 (Unpaired t test)
P Kontrollen ohne ASS|0,6540 aired t test 0,3132 ‘MamWIi‘mex test! 0,5666 ‘!mired t test) 0,3592 (Urpa_ired t test)

isolierte Thrombozyten mit Thrombin (0,1 U/ml)
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,0671 (Unpaired t test)

0,4459 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,4911 (Unpaired t test)

0,3614 (Mann-Whitney test)

time to peak Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS
in Eigenplasma __|Kontrollen ohne ASS 10,0797 (Unpaired t test) 0,3619 (Mann-Whitney test)
in Kontrollplasma |Kontrollen mit ASS  |0,7723 (Unpaired t test) 0,1959 (Mann-Whitney test)

thrombin peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,4359 (Mann-Whitney test)

0,1230 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

>0,9999 (Mann-Whitney tesf

0,4813 (Mann-Whitney test)

endogenous thrombin potential

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,1887 (Unpaired t test)

0,0288 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,8232 (Unpaired t test)

0,4359 (Mann-Whitney test)

isolierte Thrombozyten mit Thrombin (0,1 U/ml)

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.7429 (Mann-Whitney test

JAK2V617F -HU

0.3078 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.6179 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.1450 (Mann-Whitney test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.5954 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.3836 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.7248 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.3927 (Unpaired t test)
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isolierte Thrombozyten mit Thrombin (0,1 U/ml)
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time JAK2V617F +HU JAK2VG17F -HU JAR2VGT7F +HU JAK2VGT7F -FU
inEigenplasma _ Kontrollen mit ASS 10,0607 (Unpaired ttesf) [0,0572 (Unpaired ttest) 0,1489 (Mann-Whitney tes) [0,6817 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0.5945 (Unpaired t test) __[0.8328 ired t test) __|0,7582 (Mann-Whitney test) |0,3331 ired t test
 Kontrolojasma _ <omtrollen mit ASS [0,1257 (Unpaired t test) [0, 502 (Unpaired t test) [0,2537 (Mann-Whitney test) [0,9406 (Unpaired t test)
P Kontrollen ohne ASS|0,2887 (Mann-Whitney test) [0,6932 (Mann-Whitney test) [0,4356 (Mann-Whitney test) [0,6541 (Mann-Whitney test)
time to —__|JAK2VGTTF +HU JAK2VGT7F -HU JAK2V617F +HU JAK2VGT7F -HU
—— Kontrollen mit ASS _|0,0185 (Unpaired ttest) _ [0,0084 (Mann-Whithey test) |0,0378 (Unpaired { test) 0,6211 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,5014 (Unpaired t test) 0,4754 (Mann-Whitney test) |0,7716 (Unpaired t test) 10,4403 (Unpaired t test)
- Kontrollen mit ASS |0,0540 (Unpaired t test) __|0,0341 (Mann-Whitney test) [0, 1063 (Unpaired t test) 0,7797 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma ¢, -t-sllen ohne ASS|0,2507 (Mann-Whitney test) [0, 2982 (Mann-Whitney test) [0,3247 (Mann-Whitney test) [0.4436 (Mann-Whitney test)
thrombin peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Bigenplasma Kontrollen mit ASS |0,7333 (Mann-Whitney test) |0,9578 (Mann-Whitney test) |0,4535 (Mann-Whitney test) [0,1806 (Mann-Whitney test)
Kontrollen ohne ASS|0.5290 (Unpaired t test) __[0.4316 ired t test) __ |0.1508 ired t test 0,0649 ired t test
inKontrollplasma _ ontrollen mit ASS 0,737 (Unpaired ttest) _[0,7561 (Unpaired tfest) [0,5409 (Unpaired  tesf) 0,3791 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,6354 (Mann-Whitney test) [0,7925 (Mann-Whitney test) [0,9451 (Mann-Whitney test) [0,6354 (Mann-Whitney test)
e thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
inEigenplasma _ Kontrollen mit ASS 10,9327 (Unpaired ttest) 10,5962 (Unpaired tfest) 0,465 (Unpaired t test) 0,0544 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,5559 (Unpaired t test) _ [0,1929 ired t test) _|0,2056 ired t test 0,0288 ired t test
in Kontrolplasma Kontrollen mit ASS |0,8587 (Unpaired t test) 0,8192 (Unpaired t test) 0,6865 (Unpaired t test) 0,2676 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS|0,4535 (Mann-Whitney test) |0,3132 (Mann-Whitney test) [0,6354 (Mann-Whitney test) [0,7925 (Mann-Whitney test
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8.2.6 Thrombingenerierung mononuklearer Zellen (mittels CAT)

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei

p <0,05.

Legende: MNC = mononukleare Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, HU = Hydroxyurea,

ASS = Acetylsa

licylsdure, + =

Einnahme des Medikaments, - =

keine Einnahme des

Medikaments, pM = Pikomlar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter

MNC, basal
in Eigenplasma

in Kontrollplasma

lag time

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,6561 (Mann-Whitney test)

0,6289 (Mann-Whitney test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,0306 (Mann-Whitney test)

0,9764 (Mann-Whitney test)

time to peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,2093 (Unpaired t test)

0,5058 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,1655 (Unpaired t test)

0,5000 (Unpaired t test)

thrombin peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,9810 (Unpaired t test)

0,4613 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,9550 (Unpaired t test)

0,5222 (Unpaired t test)

endogenous thro

mbin potential

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,9979 (Unpaired t test)

0,4076 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,8059 (Unpaired t test)

0,5725 (Unpaired t test)

MNC, basal

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

|JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

0.2719 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.9530 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

|JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

0.9005 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.6925 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

|JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

0.4216 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.8869 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

0.8626 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU
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0.7646 (Unpaired t test)
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MNC, basal
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
inEigenplasma oTirolen mit ASS 10,3790 (Unpaired t test) 04515 (Unpaired ttest) _[0,1313 (Unpaired t test) _[0,2518 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,4606 (Mann-Whitney test) |0,9497 (Mann-Whitney test)[0 2141 (Mann-Whitney test) |0,6620 (Mann-Whitney test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS  |0,0061 (Mann-Whitney test) [0,3450 (Mann-Whitney test)|0,0061 (Mann-Whitney test) |0,8636 (Mann-Whitney test)
Kontrollen ohne ASS [0,1226 (Unpaired t test)  |0,7188 (Unpaired t test)  [0,0598 (Unpaired t test)  |0,7058 (Unpaired t test)
time to peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
] Kontrollen mit ASS [0,0214 (Unpaired t test)  |0,7951 (Unpaired t test) _ |0,0682 (Unpaired t test) _ |0,7623 (Unpaired t test)
inEigenplasma |\ 4. Jllen ohne ASS |0,0248 (Unpaired ttest)  |0.2711 (Unpaired t test) |0,0445 (Unpaired t test)  |0.4802 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma _ OTtrollen mit ASS 10,0022 (Unpaired ttest) [0,2511 (Unpaired t test) [0,0216 (Unpaired ttest) [0,5035 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS [0,0005 (Unpaired ttest)  0,3575 (Unpaired t test)  [0,0174 (Unpaired ttest)  [0,7293 (Unpaired t test)
thrombin peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
inExgenplasma _ Konrollen mit ASS 10,0003 (Unpaired t est) [0,0871 (Unpaired t test) _[0,0157 (Unpaired t test) [0,0963 (Unpaired  test)
Kontrollen ohne ASS [0,0015 (Unpaired ttest)  0,1135 (Unpaired t test)  |0,0243 (Unpaired t test) |0,1253 (Unpaired t test)
in Kontrollpiasma _ ontrollen mit ASS 10,0033 (Unpaired t fest) 10,1392 (Unpaired  test) 0,0362 (Unpaired t test) [0, 1520 (Unpaired { test)
Kontrollen ohne ASS [0,0001 (Unpaired t test)  0,0526 (Unpaired t test)  [0,0163 (Unpaired ttest)  [0,0532 (Unpaired t test)
[endogenous thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HJ JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
inEigenplasma _ Kontrollen mit ASS [0,0025 (Unpaired t test) |0,1838 (Unpaired t test) _[0,0054 (Unpaired ttest) [0,3127 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS [0,0081 ired t test) __|0,2301 ired t test) __|0,0134 ired t test) __[0,3656 ired t test
in Kontrollplasma _ Kontrollen mit ASS 10,0070 (Unpaired ttest) 0,380 (Unpaired t test) _[0,0128 (Unpaired t test) [0,3051 (Unpaired t tes)
Kontrollen ohne ASS [0,0006 jred t test) _|0,0716 ired t test) 0,019 (Unpaired ttest) _[0,1175 (Unpaired t test)
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MNC mit TF (1 pM)
in Eigenplasma

in Kontrollplasma

lag time

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,5772 (Unpaired t test)

0,6269 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,4252 (Unpaired t test)

0,7573 (Unpaired t test)

time to peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,0639 (Unpaired t test)

0,1953 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,8451 (Unpaired t test)

0,5995 (Unpaired t test)

thrombin peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,3901 (Unpaired t test)

0,6594 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,6107 (Unpaired t test)

0,7711 (Unpaired t test)

endogenous thro

mbin potential

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,1409 (Unpaired t test)

0,4349 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,7681 (Unpaired t test)

0,8965 (Unpaired t test)

MNC mit TF (1 pM)

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.7912 (Unpaired t test

0.7593 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

time to peak

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.7155 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.9616 (Unpaired t test)

thrombin peak

JAK2V617F +HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.4962 (Unpaired t test)

JAK2V617F -HU

0.8986 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

0.3579 (Unpaired t test

0.8600 (Unpaired t test)
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MNC mit TF (1 pM)
in Eigenplasma in Kontrollplasma

lag time JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Eigenglasma Kontrollen mit ASS 10,3266 (Unpaired t test) 0,7439 (Unpaired t test) 0,4581 (Unpaired t test) 0,9033 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0770 (Unpaired t test) 0,9456 (Unpaired t test) 0,1587 (Unpaired t test) 0,5866 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS  |0,0227 (Unpaired t test) 0,9777 (Unpaired t test) 0,0712 (Unpaired t test) 0,4689 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0758 (Unpaired t test) 0,8758 (Unpaired t test) 0,1337 (Unpaired t test) 0,4220 (Unpaired t test)

time to peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
e Kontrollen mit ASS 10,0348 (Unpaired t test) 0,3071 (Unpaired t test) 0,1136 (Unpaired t test) 0,2749 (Unpaired t test)
inEigenplasma '\ 4 Jllen ohne ASS |0,0007 (Unpaired ttest)  |0.0157 (Unpaired t test)  |0.0053 (Unpaired t test)  [0,0126 (Unpaired t test)
: Kontrollen mit ASS 10,0060 (Unpaired t test) 0,1895 (Unpaired t test) 0,0467 (Unpaired t test) 0,1622 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma ¢+ ollen ohne ASS [0,0090 (Unpaired ttest)  |0,1266 (Unpaired t test)  |0,0420 (Unpaired ttest)  [0.1089 (Unpaired t test)

thrombin peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Bigenplasma Kontrollen mit ASS |0,0004 (Urpa!red t test) 0,0695 (Unpaired t test) 0,0081 (Unpa!red t test) 0,0479 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0005 (Unpaired t test) 0,1264 (Unpaired t test) 0,0110 (Unpaired t test) 0,0876 (Unpaired t test)
in Kontroliptasma Kontrollen mit ASS  |0,0203 (Unpaired t test) 0,2398 (Unpaired t test) 0,0218 (Unpaired t test) 0,1853 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0018 (Unpaired t test) 0,1113 (Unpaired t test) 0,0110 (Unpaired t test) 0,0792 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
i Exenglastiin Kontrollen mit ASS 10,0373 (Unpaired t test) 0,5127 (Unpaired t test) 0,0036 (Unpaired t test) 0,4010 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,3043 (Unpaired t test) 0,7939 (Unpaired t test) 0,0331 (Unpaired t test) 0,9762 (Unpaired t test)
in Kontroliplasma Kontrollen mit ASS 10,2861 (Unpaired t test) 0,7912 (Unpaired t test) 0,0634 (Unpaired t test) 0,6526 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS ]0,2693 red t test 0,7159 aired t test 0,0639 (Unpaired t test) 0,5919 aired t test
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MNC mit Thrombin (0,1 U/ml)
in Eigenplasma

in Kontrollplasma

lag time

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,4876 (Unpaired t test)

0,7898 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,4438 (Unpaired t test)

0,0907 (Unpaired t test)

time to peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,1095 (Unpaired t test)

0,3160 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,8287 (Unpaired t test)

0,3922 (Unpaired t test)

thrombin peak

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,7051 (Unpaired t test)

0,4313 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,6305 (Mann-Whitney test)

0,8534 (Mann-Whitney test)

endogenous thro

mbin potential

Kontrollen mit ASS

Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma

Kontrollen ohne ASS

0,7683 (Unpaired t test)

0,3316 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma

Kontrollen mit ASS

0,8534 (Mann-Whitney test)

0,7959 (Mann-Whitney test)

MNC mit Thrombin (0,1 U/ml)

in Kontrollplasma

lag time

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU
JAK2V617F -HU

0.5295 (Unpaired t test

0.4695 (Unpaired t test)

time to peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU
JAK2V617F -HU

0.4857 (Mann-Whitney t

0.3095 (Mann-Whitney tesi

thrombin peak

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU
JAK2V617F -HU

0.4683 (Unpaired t test)

0.9848 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential

JAK2V617F +HU

JAK2V617F -HU

in Eigenplasma

JAK2V617F +HU 10.3091 (Unpaired t test

JAK2V617F -HU

0.9082 (Unpaired t test)
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MNC mit Thrombin (0,1 U/ml)
in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Bigenplasma Kontrollen mit ASS 10,1616 (Unpaired t test) 0,5619 (Unpaired t test) 0,5031 (Unpaired t test) 0,6901 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0583 (Unpaired t test) 0,9145 (Unpaired t test) 0,2381 (Unpaired t test) 0,3369 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS 10,1250 (Unpaired t test) 0,2367 (Unpaired t test) 0,7360 (Unpaired t test) 0,8993 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0702 (Unpaired t test) 0,9311 (Unpaired t test) 0,2286 (Unpaired t test) 0,2884 (Unpaired t test)
time to peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
ST Kontrollen mit ASS 10,0130 (Mann-Whitney test) (0,8449 (Unpaired t test) 0,1179 (Mann-Whitney test) |0,0682 (Mann-Whitney test)
inEigenplasma 4 lien ohne ASS |0,0140 (Mann-Whitney test) |0.2085 (Unpaired t test) |0, 1419 (Mann-Whitney test) [0,0174 (Mann-Whitney test)
; Kontrollen mit ASS  |0,0759 (Mann-Whitney test) [0,9780 (Unpaired t test) 0,3037 (Mann-Whitney test) |0,3132 (Mann-Whitney test)
in Kontrollplasma ¢+ ollen ohne ASS [0,0210 (Mann-Whitney test) [0,4959 (Unpaired t test)  |0,0130 (Mann-Whitney test) |0,0880 (Mann-Whitney test)
thrombin peak JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
in Bigenplasma Kontrollen mit ASS |0,0005 (Unpaired t test) 0,1054 (Unpaired t test) 0,0098 (Unpaired t test) 0,1366 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0002 (Unpaired t test) 0,0710 (Unpaired t test) 0,0078 (Unpaired t test) 0,0962 (Unpaired t test)
in Kontroliptasma Kontrollen mit ASS  |0,0759 (Mann-Whitney test) [0,2635 (Mann-Whitney test) |0,0759 (Mann-Whitney test) |0,3676 (Mann-Whitney test)
Kontrollen ohne ASS |<0,0001 (Unpaired t test)  |0,0293 (Unpaired t test) 0,0048 (Unpaired t test) 0,0443 (Unpaired t test)
endogenous thrombin potential JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU JAK2V617F +HU JAK2V617F -HU
i Exenglastiin Kontrollen mit ASS 10,0281 (Unpaired t test) 0,4658 (Unpaired t test) 0,0073 (Unpaired t test) 0,6325 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS |0,0095 (Unpaired t test) 0,3073 (Unpaired t test) 0,0026 (Unpaired t test) 0,4810 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS |0,3037 (Manr!-Wﬁtney test) |0,6354 (Marﬁ-Whitnev test)|0,1059 (Marr!-Wh'tney test) |0,3676 (Mam%ﬁmy test)
Kontrollen ohne ASS |0,0008 red t test 0,0729 aired t test 0,0003 (Unpaired t test) 0,1819 (Unpaired t test)
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