
Aus dem Centrum für Thrombose und Hämostase (CTH) 

der Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz 

„Thrombozyten-Aggregation und koagulatorische Zellfunktionen

im Verlauf der essentiellen Thrombozythämie“

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin 

der Universitätsmedizin  

der Johannes Gutenberg-Universität Mainz  

Vorgelegt von 

Tatjana Wiegand 

aus Freudenstadt 

Bad Vilbel, 2025 



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wissenschaftlicher Vorstand:  Univ.-Prof. Dr. med. Philipp Drees 

1. Gutachterin:    Prof. Dr. rer. nat. Kerstin Jurk 

2. Gutachter:    PD Dr. rer. nat. et med. habil. Matthias Rudolf Bros 

Tag der Promotion:    05.12.2025 

Nachnutzungslizenz:   Deposit-Lizenz, CC BY-NC-ND Lizenz 



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für meinen Großvater Stephan-Lutz Tobatzsch



  

 
 

INHALTSVERZEICHNIS  

INHALTSVERZEICHNIS ........................................................................................................ I 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS .............................................................................................. I 

TABELLENVERZEICHNIS ................................................................................................... V 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS .............................................................................................. VI 

1 EINLEITUNG ................................................................................................................. 1 

2 LITERATURDISKUSSION ............................................................................................ 2 

2.1 Essentielle Thrombozythämie ............................................................................. 2 

2.1.1 Epidemiologie .................................................................................................... 2 

2.1.2 Klinik .................................................................................................................. 2 

2.1.3 Pathogenese ...................................................................................................... 3 

2.1.4 Diagnostik .......................................................................................................... 5 

2.1.5 Differentialdiagnostik .......................................................................................... 6 

2.1.6 Risikostratifizierung ............................................................................................ 6 

2.1.7 Therapie ............................................................................................................. 7 

2.1.8 Prognose ..........................................................................................................10 

2.1.9 Folgen/Erkrankungstransformationen................................................................10 

2.2 Thrombozyten .....................................................................................................11 

2.2.1 Thrombopoese ..................................................................................................11 

2.2.2 Funktionen ........................................................................................................11 

2.2.3 Cytosolische und membrangebundene Bestandteile .........................................12 

2.3 Hämostase ...........................................................................................................15 

2.3.1 Primäre Hämostase ..........................................................................................15 

2.3.2 Sekundäre Hämostase ......................................................................................17 

2.4 Thrombozyten-Agonisten ...................................................................................19 

2.4.1 Physiologische Thrombozyten-Agonisten ..........................................................19 

2.4.2 weitere Thrombozyten-Agonisten ......................................................................24 

2.5 Mononukleäre Zellen und Wechselwirkungen mit Thrombozyten...................26 

3 MATERIAL UND METHODEN .....................................................................................29 

3.1 Geräte ..................................................................................................................29 

3.2 Verbrauchsmaterialien .......................................................................................30 

3.3 Reagenzien ..........................................................................................................31 

3.4 Software ...............................................................................................................34 

3.5 Studie ...................................................................................................................34 

3.5.1 Studiendesign ...................................................................................................34 

3.5.2 Genehmigung ...................................................................................................35 

3.5.3 Patienten- und Kontrollprobandenkollektiv ........................................................35 

3.5.4 Datenschutz ......................................................................................................36 

3.5.5 Statistische Datenauswertung ...........................................................................37 

3.6 Venöse Blutentnahme ........................................................................................37 



  

 
 

3.7 Gewinnung des Thrombozyten-reichen, -armen und -freien Plasmas ............38 

3.8 Gewinnung isolierter Thrombozyten .................................................................39 

3.9 Gewinnung mononukleärer Zellen .....................................................................40 

3.10 Lumi-Aggregometrie ...........................................................................................41 

3.10.1 Allgemeines Versuchsprinzip ..........................................................................41 

3.10.2 Versuchsdurchführung ....................................................................................42 

3.10.3 Auswertung der Thrombozytenaggregation und ATP-Freisetzung...................43 

3.11 „Calibrated Automated Thrombography“ (CAT) ...............................................46 

3.11.1 Allgemeines Versuchsprinzip ..........................................................................46 

3.11.2 Thrombingenerierung im PFP und PRP ..........................................................47 

3.11.3 Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten und mononukleärer Zellen ......50 

3.11.4 Auswertung der Thrombingenerierung ............................................................52 

4 ERGEBNISSE ..............................................................................................................53 

4.1 Deskriptive Statistik ............................................................................................53 

4.1.1 Patientencharakteristika ....................................................................................53 

4.1.2 Kontrollprobandencharakteristika ......................................................................58 

4.2 Explorative Datenanalyse ...................................................................................59 

4.2.1 Gruppenvergleiche im 1. Follow-up ...................................................................59 

4.2.2 Intraindividuelle Vergleiche der Thrombozytenfunktion im 1. Follow-up zum 
Ersteinschluss ............................................................................................................ 112 

5 DISKUSSION ............................................................................................................. 148 

5.1 Deskriptive Datenanalyse ................................................................................. 148 

5.2 Explorative Datenanalyse ................................................................................. 150 

5.2.1 Thrombozytäre Aggregation und ATP-Sekretion von Patienten mit ET ........... 150 

5.2.2 Dysfunktionen in der Thrombingenerierung von Patienten mit ET ................... 160 

6 ZUSAMMENFASSUNG ............................................................................................. 182 

7 LITERATURVERZEICHNIS ....................................................................................... 185 

8 ANHANG .................................................................................................................... 196 

8.1 Tabellen: Minima, Mediane, Maxima, Perzentile, Ranges ............................... 196 

8.1.1 Agonisten-induzierte thrombozytäre Aggregation (mittels Chronolog) ............. 196 

8.1.2 Agonisten-induzierte thrombozytäre ATP-Freisetzung (mittels Chronolog) ...... 199 

8.1.3 Plasmatische Thrombingenerieung (mittels CAT) ........................................... 200 

8.1.4 Thrombozytäre Thrombingenerieung (mittels CAT) ......................................... 201 

8.1.5 Thrombingenerierung der isolierten Thrombozyten (mittels CAT) .................... 209 

8.1.6 Thrombingenerierung der mononukleären Zellen (mittels CAT) ...................... 221 

8.2 Tabellen: P-Werte .............................................................................................. 233 

8.2.1 Agonisten-induzierte thrombozytäre Aggregation (mittels Lumi-Aggregometrie)
 233 

8.2.2 Agonisten-induzierte thrombozytäre ATP-Freisetzung (mittels Lumi-
Aggregometrie) ........................................................................................................... 234 

8.2.3 Plasmatische Thrombingenerierung (mittels CAT) .......................................... 234 

8.2.4 Thrombozytäre Thrombingenerierung (mittels CAT) ........................................ 235 



  

 
 

8.2.5 Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten (mittels CAT) .......................... 237 

8.2.6 Thrombingenerierung mononukleärer Zellen (mittels CAT) ............................. 241 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

I 
 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

%  Prozent 

ADP  Adenosindiphosphat 

AMC  7-amino-4-methylcoumarin 

AML MO Akute myeloische Leukämie mit minimaler Differenzierung 

aPTT  aktivierte partielle Thromboplastinzeit 

AS  Arachidonsäure 

ASS  Acetylsalicylsäure, Aspirin® 

ATP   Adenosintriphosphat 

°C  Grad Celsius  

Ca2+  Calcium-Kationen 

CaCl2  Calciumchlorid, Kalziumchlorid 

CALR  Gen, welches für das Calreticulin-Protein codiert 

cAMP   cyclic adenosine monophosphate, zyklisches Adenosinmonophosphat 

cPLA2  cytosolic phospholipase A2, zytosolische Phospholipase A2 

CAT calibrated automated Thrombography, kalibrierte automatische Thrombografie 

CGS  Citrate-Glucose-Sodium, Citrat-Glucose-Natrium 

Cl-  Chloridionen 

CLEC2  C-type lectin-like receptor 2 

CMML  Chronische myelomonozytäre Leukämie 

COX-1  Cyclooxygenase-1 

CP  Creatinphosphat, Kreatinphosphat 

CPK  Creatinphosphatkinase, Kreatinphosphatkinase  

CRP  C-reaktives Protein 

CVRF  kardiovaskuläre Risikofaktoren 

CVX  Convulxin 

DAG   Diazylglyzerol 

ddH2O  doppelt destilliertes Wasser 

dl  Deziliter 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

δ-SPD  delta storage pool deficiency = δ-Speicherpool-Mangel“ 

DTS  Dichtes Tubulussystem 

EE  Ersteinschluss 

EGTA  Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

EP  Eigenplasma 

EPCR  endothelialer Protein-C-Rezeptor 

ET  essentielle Thrombozythämie 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

II 
 

ETP  endogenes Thrombin Potential 

FcR  Fc Rezeptor 

FU  Follow-up 

FX  Gerinnungsfaktor X 

G  Gauge 

g  Gramm 

GP  Glykoprotein 

GTPase Guanintriphosphatase 

HBSS   Hank´s balanced Salt Solution 

HCl  Salzsäure 

Hkt  Hämatokrit 

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

HU  Hydroxyurea 

INR  International Normalized Ratio  

IP3  Inositol-1,4,5-trisphosphat 

ITAM  immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

JAK2  Gen, welches für das Enzym Januskinase 2 codiert 

JAK2V617F spezifische Punktmutation im JAK2-Gen  

KCl  Kaliumchlorid 

KG  Körpergewicht 

KP  Kontrollplasma 

l  Liter 

LOX  Lipooxygenase 

LTA  Lichttransmissions-Aggregometrie 

M   Molar 

max.  maximal 

MCP-1  Monozyten chemotaktische Protein 1 

MF  Myelofibrose 

mg  Milligramm 

MgCl2  Magnesiumchlorid 

ml  Milliliter 

mm  Millimeter 

mM  Millimolar = Millimol pro Liter 

MNC  mononuclear cells, mononukleäre Zellen 

mol  Mol 

MPL  myeloproliferatives Leukämie-Protein ≙ Thrombopoetin-Rezeptor 

MPL “myeloproliferative leukemia virus oncogene“. Ein Gen, welches für das 

MPL-Protein codiert, den Thrombopoetin-Rezeptor 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

III 
 

MPN  myeloproliferative Neoplasien 

MZS  Mikrozirkulationsstörungen 

Na+  Natriumionen 

NaCl  Natriumchlorid 

NaH2PO4 Natriumhydrogenphosphat 

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 

NaOH  Natriumhydroxid 

NC  Natriumcitrat 

ng  Nanogramm 

NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

nm  Nanometer 

nM  Nanomolar 

nmol  Nanomol 

NSAID  non-steroidal anti-inflammatory drug = nicht-steroidale Antiphlogistika 

PAR  Protease-aktivierender Rezeptor 

PBS  phosphate buffered solution, phosphatgepufferte Salzlösung 

pegINFα pegyliertes Interferon alpha 

PF4  Plättchenfaktor 4 

PFP  platelet-free plasma, Thrombozyten(=Plättchen)-freies Plasma 

PI 3K   Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-disphosphat 

PIP3   Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 

PKB/Akt Proteinkinase B/Akt 

PKC  Proteinkinase C 

PLC   Phospholipase C 

pM  Pikomolar 

PMF  primäre Myelofibrose 

Post-ET-MF Post-essentielle Thrombozythämie-Myelofibrose 

PPP  platelet-poor plasma, Thrombozyten(=Plättchen)-armes Plasma 

PRP  platelet-rich plasma, Thrombozyten(=Plättchen)-reiches Plasma 

PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 

PV  Polycythaemia vera 

rpm  revolutions per minute, Umdrehung pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

TF  tissue factor, Gewebefaktor 

TFPI   Tissue Factor Pathway Inhibitor, Gewebefaktor-Signalwegs-Inhibitor  

TG  Thrombingenerierung 

Thr  Thrombin 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

IV 
 

TM   Thrombomodulin 

TP  Thromboxan-Rezeptor 

TPO  Thrombopoietin 

t-RAEB RAEB (refraktäre Anämie mit Exzess an Blasten) in Transformation 

TRAP  Thrombin Rezeptor aktivierendes Peptid 

TSP-1  Thrombospondin-1 

TxA2  Thromboxan A2 

TZ  Thrombozyten 

U  Units  (= Einheiten) 

µg  Mikrogramm  

µl  Mikroliter 

µm  Mikrometer 

µM  Mikromolar 

µmol  Mikromol 

vWD  von-willebrand-disease (= von Willebrand Jürgens Syndrom) 

vWF  von-Willebrand-Faktor 

WHO  World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation 

WP  washed platelets, gewaschene Thrombozyten 

x̄  im Durchschnitt/Mittelwert/Mean 

x g  Zentrifugalbeschleunigung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



TABELLENVERZEICHNIS 

V 
 

TABELLENVERZEICHNIS 

Tabelle 1: Verteilungsmuster der Treibermutationen in der ET .............................................. 3 

Tabelle 2: Haupt- und Nebenkriterien zur Diagnosestellung der ET....................................... 6 

Tabelle 3: Übersicht der zytosolischen Thrombozytenbestandteile und deren Inhalt ............13 

Tabelle 4: Übersicht der thrombozytären Zellmembranbestandteile .....................................14 

Tabelle 5: Eingesetzte Geräte und deren Hersteller .............................................................29 

Tabelle 6: Eingesetzte Verbrauchsmaterialien ......................................................................30 

Tabelle 7: Eingesetzte Reagenzien und Puffer mit jeweiliger Zusammensetzung und/oder 

Konzentration .......................................................................................................................31 

Tabelle 8: Eingesetzte Software-Programme .......................................................................34 

Tabelle 9: Agonisten für die Lumi-Aggregometrie-Versuche .................................................43 

Tabelle 10: Versuchsreihen für die Thrombinoskop-Messungen mit PRP und PFP ..............49 

Tabelle 11: Versuchsreihen für die Thrombinoskop-Messungen für MNC und WP mit 

Plasmatauschversuchen (Eigen-Plasma (autolog) vs. Kontroll-Plasma (Plasma von gesundem 

Spender) ..............................................................................................................................51 

Tabelle 12: Wichtigste Thrombogramm-Parameter ..............................................................52 

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

 .............................................................................................................................................54 

Tabelle 14: Auflistung definierter Laborparameter der ET-Patienten im 1. FU ......................57 

Tabelle 15: Auflistung demographischer Merkmale und Laborparameter der 

Kontrollprobanden, jeweils zum Zeitpunkt ohne und nach dreitägiger ASS-Einnahme 

(100mg/d) .............................................................................................................................58 

  



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

VI 
 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

Abbildung 1: Generiertes PRP nach einmaliger Zentrifugation einer Citrat-Monovette .........39 

Abbildung 2: Pipettierschema der Versuchsreihen für die Thrombinoskop-Messungen mit PRP 

und PFP ...............................................................................................................................49 

Abbildung 3: Pipettierschema der Versuchsreihen für die Thrombinoskop-Messungen mit 

MNC und WP .......................................................................................................................51 

Abbildung 4: Arachidonsäure-induzierte thrombozytäre Aggregation. ...................................60 

Abbildung 5: Kollagen-induzierte thrombozytäre Aggregation bei Zugabe von 2 µg/ml (A) und 

10 µg/ml (B)..........................................................................................................................62 

Abbildung 6:TRAP-6-induzierte thrombozytäre Aggregation bei Zugabe von 10 µM (A) und 50 

µM (B). .................................................................................................................................64 

Abbildung 7: Kollagen-induzierte ATP-Freisetzung ...............................................................66 

Abbildung 8: TRAP-6-induzierte ATP-Freisetzung ................................................................67 

Abbildung 9: „Lag time“ in PFP nach Zugabe von TF. ..........................................................69 

Abbildung 10: „Lag time“ in PRP basal (A) und nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), 

Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E)........................................................................71 

Abbildung 11: „Time to peak“ in PFP nach Zugabe von TF. .................................................73 

Abbildung 12: „Time to peak“ in PRP basal (A) und nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), 

Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E)........................................................................75 

Abbildung 13: „Thrombin peak“ in PFP nach Zugabe von TF. ..............................................77 

Abbildung 14: „Thrombin peak“ in PRP basal (A) und nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), 

Convulxin (D) und Thrombin + Convulxin (E)........................................................................79 

Abbildung 15: „Endogenes Thrombinpotential“ (ETP) in PFP nach Zugabe von TF. .............82 

Abbildung 16: ETP in PRP basal (A) und nach Zugabe von TF (B), Thrombin (C), Convulxin 

(D) und Thrombin + Convulxin (E). .......................................................................................84 

Abbildung 17: „Lag time“ isolierter Thrombozyten resuspendiert in Eigen- und Kontrollplasma; 

basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin (C). ...........87 

Abbildung 18: „Time to peak“ isolierter Thrombozyten resuspendiert in Eigen- und 

Kontrollplasma; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin 

(C). .......................................................................................................................................90 

Abbildung 19: : „Thrombin peak“ isolierter Thrombozyten resuspendiert in Eigen- und 

Kontrollplasma; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin 

(C). .......................................................................................................................................93 

Abbildung 20: ETP isolierter Thrombozyten resuspendiert in Eigen- und Kontrollplasma; basal 

gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin (C). ....................96 

Abbildung 21: „Lag time“ mononukleärer Zellen resuspendiert in Eigen- und Kontrollplasma; 

basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin (C). ...........99 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

VII 
 

Abbildung 22: „Time to peak“ mononukleärer Zellen resuspendiert in Eigen- und 

Kontrollplasma; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin 

(C). ..................................................................................................................................... 102 

Abbildung 23: „Thrombin peak“ mononukleärer Zellen resuspendiert in Eigen- und 

Kontrollplasma; basal gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin 

(C). ..................................................................................................................................... 105 

Abbildung 24: ETP mononukleärer Zellen resuspendiert in Eigen- und Kontrollplasma; basal 

gemessen (A) und nach Zugabe von 1 pM TF (B) und 0,1 U/ml Thrombin (C). .................. 109 

Abbildung 25: Vergleich der Kollagen-induzierten thrombozytären Aggregation im EE und 

1. FU .................................................................................................................................. 113 

Abbildung 26: Vergleich der TRAP-6-induzierten thrombozytären Aggregation im EE und 1. FU

 ........................................................................................................................................... 114 

Abbildung 27: Vergleich der Kollagen-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU ........ 115 

Abbildung 28: Vergleich der TRAP-6-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU ......... 116 

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) ............................ 118 

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). .............. 120 

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). .................................. 123 

Abbildung 32: Vergleich der „Lag time“ mononukleärer 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). ..................................................................................................................... 126 

Abbildung 33: Vergleich des „Thrombin peaks“ mononukleärer 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). ....................................................................................................... 128 

Abbildung 34: Vergleich des ETPs mononukleärer 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). ..................................................................................................................................... 130 

Abbildung 35: Vergleich der Kollagen-induzierten thrombozytären Aggregation im EE und 1. 

FU ...................................................................................................................................... 131 

Abbildung 36: Vergleich der TRAP-6-induzierten thrombozytären Aggregation im EE und 1. 

FU ...................................................................................................................................... 132 

Abbildung 37: Vergleich der Kollagen-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU ........ 134 

Abbildung 38: Vergleich der TRAP-6-induzierten ATP-Freisetzung im EE und 1. FU ......... 135 

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) ............................ 137 



ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

VIII 
 

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). .............. 139 

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). .................................. 141 

Abbildung 42: Vergleich der „Lag time“ mononukleärer 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). ..................................................................................................................... 143 

Abbildung 43: Vergleich des „Thrombin peaks“ mononukleärer 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). ....................................................................................................... 145 

Abbildung 44: Vergleich des ETPs mononukleärer 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). ..................................................................................................................................... 147 



EINLEITUNG 

1 
 

1 EINLEITUNG 

Bei der essentiellen Thrombozythämie (ET) handelt es sich um eine monoklonale 

myeloproliferative Neoplasie (MPN), die durch eine chronische Thrombozytose (>450 x109/l) 

gekennzeichnet ist. Die Patienten haben ein erhöhtes Risiko für thromboembolische 

Ereignisse, sowie paradoxerweise auch ein erhöhtes 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 Thrombozythämie" des 

Centrums für Thrombose und Hämostase (CTH) der Universitätsmedizin Mainz, die sich mit 

der Hypothese beschäftigt, dass nicht die Thrombozyten-Konzentration, sondern eher die 

Thrombozyten-Dysfunktionen bezüglich des Phänotyps und der Funktionskapazität 

ausschlaggebend für die klinisch heterogenen Pathomechanismen der ET sind (positives 

Ethikvotum Landesärztekammer 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 Veränderungen in den Thrombozytenfunktionen 

(Aggregation, ATP-Freisetzung, Thrombingenerierung), den Leukozytenfunktionen (speziell 

die Thrombingenerierung der mononukleären Zellen [MNC]), sowie im Einfluss der 

Plasmabestandteile auf die Thrombingenerierung in Plasmatauschversuchen zeigen. Dafür 

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 THROMBOZYTHÄMIE 

Die essentielle Thrombozythämie (ET) wird neben der Polycythaemia vera (PV), der Primären 

Myelofibrose (PMF) und der Chronisch Myeloischen Leukämie (CML) zu den Erkrankungen 

der myeloproliferativen Neoplasien (MPN) (früher myeloproliferatives Syndrom) gezählt (3). 

Dabei handelt es sich um monoklonale autonome (also nicht zytokin-abhängige) 

Proliferationen myeloischer Stammzellen, sodass es zur Vermehrung einer oder mehrerer 

hämatopoetischer 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 führt. Im Initialstadium können auch alle drei Zellreihen 

erhöht sein (Thrombo-, Erythro-, Leukozytose). Die Thrombozytenzahl steigt meist langsam 

an und kann Werte von bis zu über 1.000 x109/l erreichen (1, S.105 ff.). Gemäß der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) handelt es sich um eine ET, wenn die 

Thrombozytenkonzentration langfristig über 450 x109/l steigt, die Knochenmarksbiopsie 

ET-typische Merkmale aufweist (siehe Tabelle 2: Haupt- und Nebenkriterien zur 

Diagnosestellung der ET), sowie keine WHO Kriterien anderer MPN zutreffen. Außerdem 

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 jährliche Inzidenz der ET liegt bei 0,9 pro 100.000 Menschen. Das mediane Diagnosealter 

liegt zwischen 55 und 60 Jahren, wobei Männer 1,5 - fach häufiger betroffen sind als 

Frauen. (1)    

2.1.2 Klinik 

ET-Patienten können variable Symptome zeigen. Etwas über 30 % der Patienten sind sogar 

asymptomatisch (1). So werden bis zur Hälfte der ET-Patienten nur rein zufällig entdeckt (5). 

Bei symptomatischen Patienten sind die häufigsten Symptome Migräne, Kopfschmerzen und 

Schwindel (6). Häufig kommt es zu Mikrozirkulationsstörungen an Händen und Füßen und zur 

Erythromelalgie (1). Meist folgen im Verlauf thromboembolische Komplikationen, die auch die 

häufigste Todesursache bei der ET darstellen (1). Die Lebervenenthrombose ist typisch für 

diese Erkrankung (6).  
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Codon 617 in Exon 14 zustande kommt. Deshalb spricht man genauer von der 

JAK2V617F-Mutation (13, 14). Außerdem kann es in selteneren Fällen zu einer Mutation in 

JAK2 auf Exon 12 kommen (14). Das JAK2-Gen codiert für 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 Hämatopoese. Eine 

Mutation im JAK2-Gen führt zu einem Funktionsgewinn („gain of function“), der zur 

unkontrollierten Aktivierung intrazellulärer Signalwege über Rezeptoren hämatopoetischer 

Zytokine (Erythropoetin, Thrombopoetin, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) führt 

und dadurch zur verstärkten Proliferation aller drei Zellreihen (Erythropoese, Thrombopoese, 

Granulozytopoese) beiträgt (12).  

Das Vorhandensein einer JAK2V617F-Mutation ist mit der Erhöhung bestimmter Marker 

verbunden, die ein höheres prothrombotisches Potential aufzeigen. Beispielsweise ist diese 

Mutation, im Gegensatz zur CALR- oder MPL-Mutation, mit einer höheren thrombozytären 

Membranoberflächen-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 für die Entwicklung einer Post-ET-Myelofibrose assoziiert (18). 

Calreticulin ist physiologischerweise an der zellulären 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 Aminosäuren bei der 

Translation für das Protein Calreticulin verursachen. Dies führt zur Bildung eines neuen 

C-Terminus. (12) 

Eine CALR-Mutation findet sich bei 20-30 % der ET-Patienten (11) und führt 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 Thrombozythämie sind von einer 

MPL-Mutation, p.M515L oder p.M515K (10), betroffen. Es handelt sich jeweils um eine 

Punktmutation im Exon 10 des myeloproliferativen-Leukämie-Gens, welches für den 

Thrombopoetin-Rezeptor codiert. Dadurch kommt es bei einer Mutation zur 

ligandenunabhängigen dauerhaften Wachstumsstimulation von TPO-empfänglichen 

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 gehören ein vollständiges 

großes Blutbild, eine Knochenmarksbiopsie und genetische Tests zur Feststellung von 

Genmutationen. Im Labor zeigt sich eine anhaltende Thrombozytose von ≥ 450 x109/l, eine 

Hyperurikämie sowie LDH-Erhöhung aufgrund des erhöhten 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 nächstes 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 primäre Myelofibrose bzw. präfibrotische Myelofibrose 

eine Knochenmarkspunktion erfolgen (14). In knochenmarksmikroskopischen 

Untersuchungen zeigen sich bei der ET gehäuft vermehrte und vergrößerte Megakaryozyten 

ohne Reifungsstörungen mit multilobulierten Kernen (1, 20). Im peripheren Blutausstrich finden 

sich vergrößerte Thrombozyten (1). 

Die endgültige Diagnose der ET wird letztendlich über 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 aufgeführt sind. Damit die Diagnose ET gestellt 

werden kann, müssen alle vier Hauptkriterien oder die ersten drei Hauptkriterien und ein 

Nebenkriterium erfüllt sein. 
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Allgemein sind bei der Erkrankung ET die Prädiktoren für die Entwicklung einer arteriellen 

Thrombose (ischämischer Schlaganfall, kardiovaskuläre Ereignisse und periphere 

Arterienerkrankungen (11)) sowohl ein Alter über 60 Jahren als auch eine vorhandene 

Thromboseanamnese, eine Leukozytose (>11 x109/l), eine JAK2V617F-Mutation oder 

vorhandene kardiovaskuläre Risikofaktoren (CVRF) wie arterielle Hypertonie, Diabetes 

Mellitus, Hypercholesterinämie oder Tabakkonsum. Im Gegensatz dazu scheint für die 

Entwicklung einer venösen Thrombose (Tiefe Beinvenenthrombose (TVT), Lungenembolie 

(11)) nur das männliche Geschlecht ein Prädiktor zu sein. (14, 22, 23)  

Zusätzlich zur Thrombose der großen Gefäße können auch transiente 

Thrombozytenaggregate kleine Gefäße verstopfen und zu mikrovaskulären Störungen führen, 

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

Eine Thrombozytenzahl von mehr als 1000 ×109/L ist mit einem geringeren Risiko für arterielle 

Thrombosen verbunden und steht im Zusammenhang eines erworbenen 

von-Willebrand-Syndroms (23), dafür bestehe aber ein erhöhtes Blutungsrisiko. Risikoarme 

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

Bei der Evaluation des Thromboserisikos bei JAK2V617F-Mutationsträgern kristallisierte sich 

ein zweifacher Anstieg der vaskulären Ereignisse heraus (24). 

Eine CALR-Mutation ist mit einer vergleichweise geringeren Inzidenz thrombotischer 

Ereignisse assoziiert (14).  

Eine MPL-Mutation erhöht die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer okkulten 

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

2.1.7 Therapie 

Das derzeitig wichtigste Ziel der Behandlung der essentiellen Thrombozythämie ist die 

Prävention vaskulärer Ereignisse (die bei 10-20 % der Patienten auftreten können (3)), also 

die Minimierung des Thrombose- und Blutungsrisikos, da bisher noch keine 

krankheitsmodifizierenden Medikamente existieren. Die Therapie ist weder kurativ noch zeigt 

sie ein verlängertes Überleben oder verhindert die leukämische oder fibrotische 

Transformation. (3)  

Grundsätzlich sollte Primärprävention betrieben werden. Empfohlen wird die 

Gewichtsreduktion auf Normalgewicht, regelmäßige körperliche Bewegung, Einstellen des 

Nikotinkonsums und eine adäquate Thromboseprophylaxe (z.B. die Vermeidung langen 

Sitzens, das Tragen von Kompressionsstrümpfen auf Reisen sowie die Vermeidung von 

Exsikkose). Bestehende kardiovaskuläre Risikofaktoren (CVRF) müssen behandelt 

werden. (25)  
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Die III. Medizinische Klinik  und Poliklinik/LLC (Leukämie-/Lymphom Centrum) und UCT 

(Universitäres Zentrum für Tumorerkrankungen) der Universitätsmedizin 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 bedürfen keiner Therapie, sondern 

werden nach der „watch and wait“-Strategie beobachtet. Liegen allerdings CVRF oder 

Mikrozirkulationsstörungen vor, ist eine einmalige Gabe von 100 mg Acetylsalicylsäure (ASS; 

Aspirin®) pro Tag zur antithrombotischen Therapie indiziert (26). Wobei Ayalew Tefferi und 

Tiziano Barbui in ihrem klinischen Update 2019 zu hämatologischen Erkrankungen hier eine 

einmal täglich niedrig dosierte Gabe von 81 mg ASS pro Tag empfehlen (14). ASS ist vor allem 

bei der Verhinderung mikrovaskulärer Episoden wirksam (28). 

Bei Thrombozytenwerten über 1000 x109/l sollte die Aspirintherapie vorsichtig abgewägt und 

ein möglicherweise erworbenes von-Willebrand-Jürgen-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 abgewägt 

werden. (20) 

„Niedrig-Risiko“ Patienten erhalten eine ASS-Therapie unabhängig der CVRF (26). So 

empfehlen Tefferi et Barbui 2019 eine einmal tägliche niedrig dosierte ASS-Gabe und bei 

Vorhandensein von CVRF sollte die ASS-Einnahme auf zweimal täglich erhöht werden (14). 

Auch bei „Intermediär-Risiko“ Patienten gilt die ASS-Therapie unabhängig der bestehenden 

CVRF sowie individuell eine zusätzliche 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 Nöten sein, falls z.B. Hämorrhagien auftreten, 

Mikrozirkulationsstörungen 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). Zusätzlich empfiehlt sich die zweimal tägliche 

ASS-Gabe (arterieller Thrombose in Anamnese) oder systemische Antikoagulation (bei 

venöser Thrombose in Anamnese) (14). 
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Neue Daten weißen darauf hin, dass generell die einmal täglich niedrig dosierte ASS-Gabe 

nicht ausreichen würde, um eine adäquate Unterdrückung der Thromboxan-A2-Synthese der 

Blutplättchen zu bewirken, da der Thrombozytenumsatz bei ET-Patienten beschleunigt ist. Die 

zweimalige ASS-Gabe am Tag würde hingegen zu einer wirksamen Unterdrückung führen. 

Deshalb wird für einige Patienten zweimal täglich ASS empfohlen (z.B. Patienten mit 

Hochrisikoerkrankungen und früherer 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 Universitätsmedizin Mainz werden initial 15 - 20 mg/kg KG/Tag gegeben 

und die Thrombozytensenkung auf <450 x109/l 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 x109/l, weil erhöhte 

Thrombozytenkonzentrationen außerhalb der normalen Werte mit einem erhöhten 

Blutungsrisiko und nicht mit erhöhter Thrombosegefahr assoziiert sind (31). Werte zwischen 

450-600 x109/l sind tolerierbar, v.a. wenn niedrigere Dosen HU dafür benötigt werden (32).  

2.) Korrektur einer Leukozytose (WBC ≥ 11 x109/l); 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 häufigsten verschriebene Medikament der ersten Wahl für ET-Patienten, da es 

einfach zu verabreichen ist, ein gutes Wirksamkeits- und Nebenwirkungsprofil aufweist und 

die Inzidenz von Therapieresistenzen gering ist (29). Demgegenüber weist HU jedoch auch 

teratogene und embryotoxische Wirkungen auf; es bestehen Bedenken hinsichtlich einer 

Gonadentoxizität und Mutagenität. Daher sind von der Therapieempfehlung jüngere 

Menschen (<40 Jahren), insbesondere Frauen im gebärfähigen Alter und Schwangere, 

ausgeschlossen. Beobachtungsstudien haben gezeigt, dass Patienten mit MPN unter der 

Therapie mit HU kein erhöhtes leukämisches Transformationsrisiko haben. Im Gegensatz 

dazu wurde die Behandlung mit radioaktivem Phosphor (P32), Alkylatoren (z.B. 

Chloram-Bucil) oder Pipobroman mit einem signifikant höheren Leukämierisiko in Verbindung 

gebracht. (29)  

Bei Unverträglichkeiten, 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-α-2a (25) (Pegasys®) zur Verfügung. (10, 29)  
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Nach dem Behandlungsschema der Universitätsmedizin 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 III. Aufgrund widersprüchlicher Ergebnisse aus kontrollierten 

Studien mit ET-Patienten und angesichts der potenziell kardiovaskulären Toxizität wird 

Anagrelid, insbesondere bei älteren Patienten, nur selten eingesetzt und gilt als 

Zweit-Linien-Medikament (29, 35). 

Pegyliertes Interferon (Pegasys®) wird an der Universitätsmedizin Mainz gerne alternativ zu 

HU als „off label use“ für die Behandlung insbesondere jüngerer ET-Patienten (<60 Jahre) 

genutzt (26). Hierbei werden 90 µg/Woche subkutan zur Nacht gegeben, wobei auch eine 

Applikation nur alle zwei bis drei Wochen möglich 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 Thrombozythämie ist eine nicht heilbare indolente Erkrankung mit einer recht 

guten Prognose. Aufgrund der thrombotischen Ereignisse, die die Erkrankung komplizieren 

können, haben die ET-Patienten eine kürzere Lebenserwartung als die gesunde 

Allgemeinbevölkerung (13). Dabei liegt die mediane Überlebenszeit bei 20 Jahren (37). Bei 

Patienten, die jünger als 60 Jahre sind, liegt die mediane Überlebenszeit bei etwa 

33 Jahren (37). Bei rechtzeitiger Diagnostik kann man jedoch gut gegen die Entwicklung 

thromboembolischer Komplikationen vorgehen, sodass die Lebenserwartung von 

ET-Patienten gegenüber der Normalbevölkerung nur geringfügig eingeschränkt ist.  

ET-Patienten mit einer JAK2-Mutation haben einen etwas ungünstigeren 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 Überleben 

mit ET nicht beeinflusst (37). 

2.1.9 Folgen/Erkrankungstransformationen 

Die Thrombose ist nach wie vor die Hauptursache für Morbidität und Mortalität bei Patienten 

mit einer MPN, mit einem hohen Rezidiv-Risiko auch unter adäquater antithrombotischer und 

zytoredukiver Behandlung. 15 - 30 % der ET-Patienten entwickeln diese Hauptkomplikation 

der Erkrankung. (11)  

Bei der ET besteht zusätzlich 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 Fälle direkt in eine post-ET-Myelofibrose 
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(fibrotische Transformation, PMF-ähnlicher Phänotyp) übergehen kann. Außerdem ist der 

Übergang in eine akute Leukämie (leukämische Transformation) zwar sehr selten, dennoch 

möglich. (1, 38, 39)  

Die leukämischen Transformationsraten nach 15 Jahren werden auf etwa 2,1 -  5,3 % 

geschätzt, die fibrotischen Transformationsraten sind im gleichen Intervall etwas höher 

mit 4 - 11 % (3). 

 

2.2 THROMBOZYTEN  

Die Blutplättchen sind zentrale Zellen in der primären wie auch sekundären Hämostase. Sie 

sorgen dafür, dass die Blutstillung und Blutgerinnung abläuft und auf den Ort der Verletzung 

begrenzt wird, indem sie zellgebunden Thrombin auf ihrer Oberfläche generieren und so die 

Fibrinbildung sowie Entstehung eines stabilen Thrombus ermöglichen. (40)  

Thrombozyten sind kleine kernlose, bikonvex scheibenförmige Fragmente der 

Megakaryozyten. Ihr Durchmesser liegt bei 2 - 4 µm und die physiologische 

Thrombozytenkonzentration im peripheren Blut liegt bei 150 – 450 x109/l. (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 hämatopoetischen 

Stammzellen die polyploiden Megakaryozyten. Sie bilden im Knochenmark pseudopodiale 

Ausläufer, so genannte Protrombozyten, welche sich zwischen Zellen der sinusoidalen 

Endothelschicht ausdehnen, davon dann Thrombozyten formen, abschnüren und in den 

Blutstrom abgeben. (42, 44) 

Sinkt die Thrombozytenzahl im peripheren Blut, sorgt Thrombopoietin (TPO) über den 

Thrombopoetin-Rezeptor (c-MPL-Rezeptor) für die Stimulierung der Megakaryozyten, 

wodurch diese Prothrombozyten bilden. TPO wird in der Leber und den Nieren gebildet. (42) 

Blutplättchen 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 für Oberflächenmodifikationen und 

Thrombozyten-Clearance (Abbau). (45) 

2.2.2 Funktionen 

Die Thrombozyten stehen im Mittelpunkt der primären wie auch der sekundären Hämostase. 

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 maßgeblich beteiligt. Viele Prozesse laufen dabei 

zellgebunden auf der Thrombozytenoberfläche ab. (46) 
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Außerdem übernehmen Thrombozyten wichtige Funktionen als Abwehrzellen, v.a. in der 

unspezifischen, aber auch in der spezifischen Immunreaktion. Sie gehören neben den 

Leukozyten zu den wichtigsten Detektoren von Pathogenen. (40)  

Thrombozyten agieren als Entzündungszellen (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 

Blutplättchen sind reich an cytosolischen und membrangebundenen Bestandteilen. Tabelle 3 

und Tabelle 4 verschaffen einen Überblick darüber. Besonders hervorzuheben sind die 

speziellen Granulatypen in den Thrombozyten, welche sie bei Aktivierung sezernieren und 

dadurch vielfältige Funktionen ausüben können. Am häufigsten sind α-Granula (47), die 

Adhäsionsproteine wie vWF und Fibrinogen enthalten, aber auch Substanzen mit 

unterstützender oder hemmender Funktionen der Gerinnung (z.B. Gewebefaktor („tissue 

factor“ (TF)), Gerinnungsfaktoren V, VII, XI, XII und Protein S), der Fibrinolyse (z.B. 

Plasminogen) sowie der Angiogenese (z.B. den Angiogenese-Inhibitor Thrombospondin 1). 

Die Proteine und Peptide können schon in den Megakaryozyten synthetisiert, durch 

Endozytose aus dem Blutplasma aufgenommen oder auch selbständig intrathrombozytär 

gebildet werden. (42, 47, 48)  

Bei Sezernierung der α-Granula verbleiben die Substanzen dann durch den Exozytoseprozess 

entweder auf der Thrombozytenmembranoberfläche (P-Selektin) oder sie werden ins Plasma 

ausgeschüttet (Plättchenfaktor 4 (PF4), ß-Thromboglobulin). (49)  

Die δ-Granula werden auch als „dichtes“ Granula bezeichnet, weil sie eine hohe 

Elektronendichte aufweisen. Sie beinhalten proaggregierende Faktoren, die der Rekrutierung 

weiterer Thrombozyten während der Aggregation dienen. (42, S.976f.)  

Die dichten Granula werden bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt, können aber nicht 

wieder aufgefüllt werden (50). Die Inhalte der δ-Granula verstärken in erster Linie die 

Thrombozytenaggregation und die Thrombozyten-abhängige Koagulation. Gemeint sind vor 

allem ATP und ADP, sowie die Botenstoffe Serotonin und Histamin. (47) 

Die Lysosomen in den Blutplättchen beinhalten Enzyme wie Hydrolasen, die zum Abbau der 

extrazellulären Matrix und zur Zellmigration beitragen (47). Ein möglicher Beitrag zur 

Hämostase oder Thrombose ist noch unbekannt (51). 

Aus den komplexen Membransystemen der Thrombozyten wird Arachidonsäure 

freigesetzt (40). Das dichte Tubulussystem (DTS) enthält viele wichtige Enzyme, z.B. die 

Cyclooxygenase 1 (COX1) und Thromboxan-Synthetase, welche die Bildung von 

Thromboxan A2 (TxA2) aus der Arachidonsäure katalysieren. (40, 42, S.976f.)  
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2.3 HÄMOSTASE 

Zu den zentralen Aufgaben der Hämostase zählen die Aufrechterhaltung des flüssigen 

Blutzustands, die Blutstillung bei Gefäßverletzungen, der Verschluss des Gefäßendothels 

sowie die Rekanalisierung des Gefäßes nach Wiederherstellung der Gefäßintegrität durch 

Fibrinolyse. Die Hämostase umfasst auch die Wundheilung und den Schutz der endothelialen 

Barriere. (57)  

Die blutstillenden/ -gerinnenden Prozesse nach einer Gefäßverletzung bestehen aus einem 

vaskulären Teil (verletztes Gefäßendothel), einem zellulären Teil (v.a. Thrombozyten, 

Monozyten, Leukozyten) und einem plasmatischen Teil (Gerinnungsfaktoren), wobei nach 

traditioneller Einteilung während der primären Hämostase v.a. die Thrombozyten eine große 

Rolle spielen und es zur vorübergehenden Blutstillung kommt und bei der sekundären 

Hämostase, die mit der Blutgerinnung gleichzusetzen ist, vor allem der plasmatische Teil 

agiert. Dieses plasmatische Gerinnungsmodell der Hämostase ist jedoch mittlerweile veraltet 

und wird von aktuelleren Denkansätzen aus neuen Forschungsergebnissen überholt, da die 

drei beteiligten Teile - vaskulär, zellulär, plasmatisch - vor allem während der sekundären 

Hämostase offensichtlich sehr viel enger miteinander agieren als angenommen (57). Nach der 

Blutgerinnung folgt die Fibrinolyse für die Gefäßrekanalisierung. Kommt es zu Störungen in 

diesem System, kann dies zu erhöhter Blutungsneigung oder erhöhtem Thromboserisiko 

führen. (42, S.979) 

Normalerweise besteht ein Gleichgewicht von latenter Blutgerinnung und antikoagulativen 

Prozessen. Die Prozesse laufen ständig nebeneinander her. Zum Beispiel setzt das 

Gefäßendothel Stickstoffmonoxid und Prostacyclin (PGI2) sowie Ectonucleotidasen (spalten 

ADP und ATP) und Thrombomodulin (inaktiviert Thrombin) frei, um die 

Thrombozytenadhäsion, -aktivierung sowie -aggregation zu hemmen. Dadurch wird die 

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

Im Folgenden wird sich auf die ausführlichere Erläuterung der primären und sekundären 

Hämostase konzentriert. 

2.3.1 Primäre Hämostase 

Kommt es zu einer Verletzung des Gefäßendothels, folgt eine reflektorische, etwa 60 

sekündige Gefäßkonstriktion, ausgelöst durch Freisetzung vasokonstriktorischer 

Triggersubstanzen (Serotonin und Katecholamine) aus den Endothelzellen und den 

Thrombozyten. Dies resultiert in einer Verlangsamung des Blutflusses, wodurch die 

nachfolgende zelluläre und plasmatische Blutstillung unterstützt wird. (42, S.979) 

Bei Gefäßverletzungen wird die subendotheliale Matrix freigelegt und Thrombozyten können 

Verbindungen über spezifische Rezeptoren mit Proteinen wie vWF, Thrombospondin 1 
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(TSP-1) und Kollagen eingehen. Dabei legiert sich das thrombozytäre Membran-Glykoprotein 

GP-Ib-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-Adhäsionsrezeptor zu sein (58). 

Thrombozyten adhärieren so an der verletzten Gefäßwand und dichten das Gefäß zunächst 

ab. Da dies aber noch sehr instabile Verbindungen sind, könnten diese jeden Moment durch 

den Blutstrom abreisen. Durch die Adhäsion werden Signalkaskaden in den Thrombozyten 

ausgelöst, die zu Konformationsänderungen von Oberflächenrezeptoren und zu 

Pseudopodienbildung der Thrombozyten führen (52). Jetzt können auch die thrombozytären 

Glykoproteine GP-IIb/IIIa an Fibrinogen binden und GP-Ia/IIa an Kollagen. Das an GP-IIb/IIIa 

(auf adhärenten Thrombozyten) gebundene Fibrinogen kann dann zirkulierende 

Thrombozyten über deren GP-IIb/IIIa-Rezeptor binden. Durch diese so entstandenen 

Fibrinogenbrücken kommt es zur Thrombozytenaggregation. Herrschen sehr starke 

Scherkräfte in einem Gefäß, ist auch der vWF in der Lage, Thrombozyten über 

GPIIb/IIIa - vWF - GPIIb/IIIa – Brücken aggregieren zu lassen (59). Gleichzeitig setzen durch 

Adhäsion aktivierte Thrombozyten den Inhalt ihrer α- und δ-Granula frei (siehe Kapitel 2.2.3, 

Tabelle 3). Bei diesem Exozytosevorgang werden die Granulamembranproteine entweder auf 

der Thrombozytenoberfläche exprimiert (z.B. P-Selektine) oder ins Blutpasma sezerniert.  Bei 

der Sekretion der α-Granula verschmilzt dessen Membran mit der Plasmamembran und setzt 

verschiedene Glykoproteine, wie P-Selektin (CD62P) auf der Oberfläche der Thrombozyten 

frei. P-Selektin und andere aktivierungsabhängige Glykoproteine, darunter CD40L, vermitteln 

die Bindung der Thrombozyten an neutrophile Granulozyten und Monozyten. (50) 

ADP und Serotonin aus den δ-Granula, sowie die unabhängig von den Granula sezernierten 

Thrombozytensubstanzen TxA2 und PAF (platelet-activating factor) (60) übernehmen die 

Aufgaben der autokrinen Stimulierung, sowie der Aktivierung und Rekrutierung weiterer 

Thrombozyten. Die aus den α-Granula sezernierten Gerinnungsfaktoren (FV, FVII, FXI, FXII) 

beschleunigen die Blutgerinnung, wohingegen sezernierte Wachstumsfaktoren und Zytokine 

die Wundheilung fördern. (50)  

Werden Thrombozyten in erhöhtem Maße aktiviert (z.B. simultan durch Thrombin und 

Kollagen), können sie zusätzlich gerinnungsaktive Mikropartikel abschnüren (52). Diese 

Mikropartikel exprimieren dann von Thrombozyten stammende Glykoproteine wie u.a. 

GPIIb/IIIa (CD41/CD61) und Aktivierungsmarker wie P-Selektin (CD62P) (61, 62). Außerdem 

enthalten sie neben den aktiven Enzymen wie Cyclooxygenase-1 (COX-1) und 

12-Lipoxygenase (ALOX12) auch Gerinnungsfaktoren und Immunmediatoren (61, 62). 

Thrombozytären Mikropartikeln werden laut einigen Studien eine wichtige Rolle bei der 

Hämostase, der Entstehung von Thrombosen, bei kardiovaskulären Erkrankungen und bei 

Autoimmunprozessen sowie der Krebsentwicklung zugesprochen (61).  
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2.3.2 Sekundäre Hämostase  

Als sekundäre Hämostase bezeichnet man die eigentliche Blutgerinnung. Sie dient der 

Stabilisierung des zuvor während der primären Hämostase entstandenen instabilen 

Thrombus. Aus didaktischen Gründen wird die sekundäre Hämostase 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“ münden über 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 (Initiierungsphase), wobei die Amplifizierung (Verstärkungsphase) den intrinsischen 

Weg benötigt.  

Der extrinsische Weg startet mit dem Transmembran-Rezeptor TF in Verbindung mit dem 

Gerinnungsfaktor FVIIa. Der intrinsische Weg startet in vitro durch hydrophile Oberflächen, in 

vivo durch den autoaktivierten FXIIa (bzw. getriggert durch Kollagen, Polyphosphate oder 

„Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs) (57)), der Präkallikrein zu Kallikrein umwandelt und so 

eine Gerinnungskaskade auslöst, 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 

können, da viele Interaktionen stattfinden und letztlich unter physiologischen intravasalen 

Bedingungen nur ein durch TF initiierten Aktivierungsweg der plasmatischen Gerinnung 

existiert. Daher teilt ein aktuelleres Hämostase-Modell, das zellbasierte Modell (ursprünglich 

beschrieben von Douglas Monroe (63, 64)), die Blutgerinnung (sekundäre Hämostase) in drei 

Phasen auf. Eine Phase der Initiierung, eine Verstärkungsphase 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 III bekannt 

(42(S.981), 57). Außerdem ist TF der einzige Gerinnungsfaktor, der ein integrales 

Membranprotein mit einer extrazellulären, transmembranären und cytosolischen Domäne 

darstellt (42, S.984). Er liegt aber auch in löslicher Form als eine Spleißvariante im Blut vor (66, 

67).   

Physiologisch ist der TF auf blutgefäßumgebenden Zellen zu finden, zudem wird er auch auf 

jeweils aktivierten Endothelzellen, Monozyten, Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten 

exprimiert, z.B. bei Entzündungsprozessen (40). Thrombozyten besitzen sogar zwei 

TF-Quellen: ihre abgeschnürten Mikropartikel nach Thrombozytenaktivierung und ihr 

de-novo-synthetisiertes TF. Diese Quellen dienen der Initiierung und auch der Verstärkung 

(s.u.) der Gerinnungskaskade. (48) 
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Bei einer Gefäßverletzung können durch die Freilegung des Subendothels die TF-tragenden 

Fibroblasten sowie TF-tragenden glatten Muskelzellen mit dem Blut in Kontakt treten (57, 64). 

Faktor VIIa bindet an den TF auf den Zellen, aktiviert die Gerinnungsfaktoren IX und X, FXa 

bildet mit FVa den sogenannten Prothrombinase-Komplex auf TF-präsentierenden Zellen. 

Dieser Prothrombinase-Komplex dient der Umwandlung von Prothrombin (FII) zu Thrombin 

(FIIa) (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 können, verhindert und 

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

2.3.2.2 Verstärkungsphase 

Diese in der Initiierungsphase generierte Thrombinmenge reicht nicht aus, um genügend Fibrin 

und einen stabilen Thrombus zu formen, jedoch können die kleinen Thrombinmengen 

durchaus weitere Thrombozyten sowie die Gerinnungsfaktoren V, VIII und XI aktivieren (63, 

68). (40) 

2.3.2.3 Amplifikationsphase 

Für die Stabilisierung des während der primären Hämostase entstandenen 

Thrombozytenaggregats ist die genügende Fibrinbildung unerlässlich. Dafür müssen zuerst 

große Mengen an Thrombin generiert werden. Dies geschieht durch koordinierte 

rezeptorvermittelte Bindungen von Gerinnungsfaktoren auf der Thrombozytenoberfläche. (46)  

Nachdem TF-tragende Zellen Thrombin gebildet und dieses dann weitere Thrombozyten 

aktiviert, kommt es auf der Oberfläche aktivierter Thrombozyten, durch deren 

Oberflächenpräsentation von prokoagulanten Phospholipiden (Phosphatidylserin (69)), zur 

koordinierten Anlagerung des Tenase- und Prothrombinase-Enzymkomplexes. Der 

Tenase-Komplex, bestehend aus FIXa/FVIIIa, 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 Thrombozytenoberfläche, also nur am Ort der 

Verletzung, kommt. (40, 57) 

Thrombin spaltet Fibrinogen in Fibrinmonomere, welche polymerisieren und als 

Fibrinpolymere durch Faktor XIIIa quervernetzt werden (70). Dies führt zur explosionartigen 

Fibrinbildung in Thrombozytenaggregaten, ausreichend für die Bildung eines stabilen 

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

2.4.1 Physiologische Thrombozyten-Agonisten 

Die in den folgenden Unterkapiteln beschriebenen löslichen Agonisten Thrombin, ADP, TxA2 

und Adrenalin stimulieren die Thrombozyten direkt über G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

(GPCR). Unter normalen Umständen steht keiner dieser Agonisten für zirkulierende 

Blutplättchen in ausreichender Konzentrationen zur Verfügung. (71)  

2.4.1.1 Thrombin 

Als Thrombin bezeichnet man den Gerinnungsfaktor IIa, dessen Synthese durch TF initiiert 

wird (siehe Kapitel 2.3.2.1). Mithilfe des auf der Thrombozytenoberfläche befindlichen 

Prothrombinase-Komplexes aus Faktor Xa und Va wird Prothrombin (FII) zu Thrombin (FIIa) 

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 beiträgt. (60)  

S. R. Coughlin beschrieb in seinem Review von 2005 (72), dass Thrombin eine Vielzahl an 

Reaktionen in anderen Zellen auslöse. Es bewirke zum einen die Aktivierung der 

Thrombozyten, also dessen Formveränderungen, Sekretionsmechanismen, die Mobilisierung 

von P-Selektinen und CD40 Liganden auf die Membranoberfläche und die Aktivierung des 

Membranintegrins GPIIb/IIIa. In kultivierten Endothelzellen bewirke Thrombin die Freisetzung 

von vWF, Produktion von Chemokinen und auch die P-Selektin-Mobilisierung an dessen 

Membranoberfläche. Außerdem kann Thrombin bei Gefäßverletzungen über die glatten 

Muskelzellen eine Vasokonstriktion auslösen und vieles mehr. (72) 

Wie bereits von S. R. Coughlin beschrieben, fungiert Thrombin als hochpotenter 

Thrombozytenaktivator (72). Dafür bindet Thrombin an thrombozytäre Rezeptoren und spaltet 

einen kleinen Teil davon ab (60), damit eine Signalkaskade ins Zellinnere ausgelöst und die 

Thrombozyten aktiviert werden. Zu diesen humanen Thrombozyten-Rezeptoren zählen die 

Protease-aktivierenden Rezeptoren PAR1 und PAR4. 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 Hämostase, Thrombose und auch bei entzündlichen 

Geschehen (72). Thrombin bindet an PAR und spaltet irreversibel dessen N-terminale 

extrazelluläre Domäne ab, sodass ein neues N-terminales Ende entsteht, welches als 

intramolekularer Selbstligand an PAR bindet und es zur Konformationsänderung von PAR 

kommt, wodurch transmembranäre Signalkaskaden ausgelöst werden (72). PAR4 benötigt zur 

Aktivierung höhere Thrombinkonzentrationen als PAR1 (55, 74, 75).  

Außerdem kann Thrombin seine eigene Produktion durch autokrine Stimulierung über die 

Bindung an die Untereinheit GPIbα des Komplexes GP-Ib-IX-V auf der 

Thrombozytenoberfläche initiieren und verstärken (76).  Die Bindung über GPIbα 
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(Ko-Rezeptor für PARs) beschleunigt die Proteolyse und Aktivierung von thrombozytären 

PAR1 (77, S.252). Es ist zudem möglich, dass GPIbα als direkter oder indirekter Kofaktor für 

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-IX 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 für die Thrombozytenaktivierung unerlässlich 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 Prothrombinaseaktivität als Cofaktor verstärken, damit noch mehr 

Thrombin gebildet wird. Der Gerinnungsfaktor FVIIIa wirkt als Kofaktor von FIXa und bildet den 

sogenannten Tenasekomplex auf der Oberfläche aktivierter Thrombozyten, der die Bildung 

von FXa katalysiert und somit die Thrombusbildung weiter beschleunigt. Der von Thrombin 

aktivierte Gerinnungsfaktor FXIa wandelt auch FIX in FIXa um. Zum Ende der 

Gerinnungsphase katalysiert der Thrombin-aktivierte FXIIIa 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 thrombozytären Zelloberfläche statt (72).  

Freies, im Kreislauf zirkulierendes Thrombin hingegen ist sehr kurzlebig und bindet 

Thrombomodulin auf anormalem Endothel. Dadurch verändert Thrombin seine Spezifität und 

kann das Protein-C-System aktivieren, sodass FVa und FVIIIa abgebaut und damit die 

Blutgerinnung gehemmt wird. (60, 72)  

2.4.1.2 ATP, ADP  

Die Nukleotide Adenosindi (ADP)- und Adenosintriphosphat (ATP) werden u.a. aus zerstörten 

Erythrozyten (80) sowie aus den δ-Granula aktivierter Thrombozyten freigesetzt und wirken 

als sogenannte „sekundäre Agonisten“, da sie zwar nicht die primäre Thrombozytenaktivierung 

initiieren, aber als Reaktion darauf ausgeschüttet werden, um die Aktivierung weiterer 

Blutplättchen in unmittelbarer Umgebung zu verstärken (50).  

ADP ist ebenso ein Beispiel für einen sogenannten "schwachen" Agonisten, der von sich aus 

nur eine geringe Sekretion und eine submaximale GPIIb/IIIa-Aktivierung fördert und als 

alleiniger Agonist nur eine reversible Aggregation auslöst. Sobald jedoch nach Stimulation der 

Thrombozyten durch andere Agonisten vermehrt ADP aus den δ-Granula freigesetzt wird, 

verstärkt ADP die Aktivierungsreaktion der Thrombozyten durch Bindung an purinerge 

Rezeptoren und ermöglicht so die Bildung stabiler Thrombozytenaggregate. (77, 81) 
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Dabei interagiert ADP mit den purinergen Rezeptoren P2Y1 und P2Y12. Der P2Y1-Rezeptor ist 

Gq-gekoppelt, wodurch bei Stimulierung die Phospholipase C-β aktiviert (PLC-β) wird. Die 

PLC-β katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) zu 

Inositoltrisphosphat (IP3), wobei zusätzlich Diazylglyzerol (DAG) entsteht (73). IP3 führt zu 

einer enormen Ca2+-Mobilisierung aus dem dichten Tubulussystem und DAG führt zur 

Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (73). Die PKC führt u.a. zur Aktivierung des 

GPIIb/IIIa-Rezeptors (αIIbβ3) (82). Durch all diese Reaktionen kommt es zur thrombozytären 

Formveränderung („shape change“ mit Pseudopodienbildung) und transienten (reversiblen) 

Aggregation. (50, 71, S.451)  

Der P2Y12-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 schließlich auch zur Verlängerung des Anstiegs des thrombozytären 

cytosolischen Ca2+ (71, S.451). Außerdem steigert ADP über den P2Y12-Rezeptor die 

Thrombingenerierung (84, 85) und aktiviert den GPIIb/IIIa-Rezeptor, was wiederum zur 

Plättchenaggregation führt (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 Energieübertragung. 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 P2X1-Rezeptors. Hierbei handelt es sich um einen ligandengesteuerten 

Ionenkanal, bei dessen Aktivierung es zum massiven Ca2+-Einstrom in die Thrombozyten 

kommt. Für sich allein hat dies keine ausgeprägte Wirkung, daher wird dem P2X1-Rezeptor 

eher eine unterstützende und beschleunigende Funktion der Signalwege anderer 

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

2.4.1.3 Thromboxan A2 

Bei Thromboxan A2 (TxA2) handelt es sich um ein Arachidonsäurederivat, ein Eicosanoid. Die 

Arachidonsäure ist integraler Bestandteil vieler biologischer Zellmembranen und wird bei 

Bedarf durch Phospholipasen [v.a. die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2)], aus den 

Membranen herausmobilisiert und für die Bildung von Eikosanoiden (Thromboxan, 

Prostaglandine und Leukotriene) umgebaut. (78, S.14, S.627) 
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TxA2 wird an der Thrombozytenmembran aus Arachidonsäure mithilfe der Zyclooxygenase 

(COX1) und Thromboxan-Synthetase (aus dem dichten Tubulussystem der Plättchen) über 

das Zwischenprodukt Prostaglandin H2 (PGH2) gebildet. Bei Thrombozytenaktivierung wird 

das TxA2 dann Granula-unabhängig freigesetzt. (50, 60) 

Im Labor kann mit Hilfe des Agonisten Arachidonsäure der eben beschriebene 

Eikosanoid-Syntheseweg getestet und mögliche Störungen aufgedeckt werden (88). 

Das sezernierte TxA2 bindet an seine Gq- und G12/G13-gekoppelten (73) 

Thromboxan-Prostanoid-Rezeptoren (TPα, TPβ) und potenziert stimulierende Prozesse (50, 

60). Durch die darauffolgende Konformationsänderung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIIa 

wird ein aggregationsfördendes Signal vermittelt (60, 89). Zusammen mit dem thrombozytär 

sezernierten ADP verstärkt TxA2 die Aktivierung weiterer Thrombozyten; es fördert also die 

Thrombozytenaggregation und die Entleerung der Thrombozytengranula (60). Zusammen mit 

Serotonin wirkt TxA2 zusätzlich vasokonstriktorisch (60). 

Der Stimulationsweg des TxA2 ist hingegen nicht essentiell für die 

Thrombozyten-Aktivierung, -Sekretion oder -Aggregation (50). Daher hemmt die Blockierung 

dieses Weges durch Acetylsalicylsäure (COX-Inhibitor), TxA2-Rezeptor-Inhibitoren oder 

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

2.4.1.4 Adrenalin 

Adrenalin (Epinephrin) stimuliert die Blutplättchen über Bindung an Gz-gekoppelte 

α2A-Rezeptoren (73). Der Adrenalin-Signalübertragungsweg teilt sich eine gemeinsame 

Endstrecke mit dem durch ADP stimulierten P2Y12-Rezeptor-Signalwegs. Dies könnte 

erklären, weshalb P2Y12-Rezeptor-Inhibitoren (Ticlopidin, Clopidogrel) bei der 

antithrombotischen Therapie ischämischer arterieller Gefäßerkrankungen nicht so erfolgreich 

sind wie erhofft. (50) 

2.4.1.5 Kollagen (Adhäsionsprotein) 

Adhäsionsproteine stimulieren Thrombozyten über Quervernetzungen, "Clustering" von 

spezifischen Rezeptoren und nachfolgender Tyrosinkinase-abhängiger 

Signaltransduktion (46).  

Kollagen ist das häufigste Protein in unserem Körper und auch das wichtigste in der 

extrazellulären Matrix. Kollagene sind die Strukturproteine des Bindegewebes und zählen zur 

Gruppe der Glykoproteine. Bisher sind 20 verschiedene Kollagentypen bekannt. Jedoch ist 

dessen Aufbau im Prinzip immer der gleiche. Drei linksgängige Kollagen-α-Ketten lagern sich 

zu einer rechtsgängigen Tripelhelix zusammen. Die Art der Kollagen-α-Ketten und die 

Kombination der Zusammenlagerungen derer ergibt die unterschiedlichen Kollagentypen. Die 

größte Gruppe innerhalb der Kollagene bilden die fibrillären Kollagene mit den Typen I, II, III, 

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.) 



LITERATURDISKUSSION 

23 
 

Freigelegtes Kollagen in der subendothelialen Matrix eines verletzten Gefäßes kommt in 

Kontakt mit Thrombozyten und wechselwirkt mit ihnen über zwei verschiedene Mechanismen: 

die indirekte Bindung an die Thrombozytenoberfläche über intermediäre Proteine sowie die 

direkte Erkennung von Kollagenrezeptoren. Beispielsweise bindet Kollagen indirekt 

brückenbildend über den vWF, den GP Ib/V/IX-Komplex oder den aktivierten 

GP IIb/IIIa-Komplex an die Thrombozyten. Für die Bindung direkt an Kollagenrezeptoren der 

Thrombozyten werden verschiedene Membranproteine vorgeschlagen: mitunter GPIa/IIa, 

GPIIIb/GPIV (CD36) sowie GPVI. (90) 

GP-VI ist der wichtigste Aktivierungsrezeptor für Kollagen (90). Auf Thrombozyten bildet er 

einen Komplex aus zwei GPVI-Rezeptoren, die über deren FcRy-Kette dimerisieren (91). Die 

Thrombozytenaktivierung über 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 

über GP-VI zusammen. Kollagen bindet dabei an die Fc-Rezeptor-γ (FcRγ) Kette des GP-VI. 

Dies führt zur Phosphorylierung des „Immunrezeptor-Tyrosin-basierten Aktivierungsmotivs“ 

(ITAM) der FcRγ Kette durch die Src-Tyrosinkinasen Lyn und Fyn mit nachfolgender Bindung 

und Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Syk. Das wiederum führt zur Aktivierung 

der Phospholipase Cγ2 (PLCγ2), zur nachfolgenden IP3-Synthese und dann zu ähnlichen 

Prozessen, wie sie bei Gq-gekoppelten Rezeptoren ablaufen (50). Infolgedessen kommt es zu 

Konformationsänderungen der Rezeptoren GP-IIb/IIIa (bindet Fibrinogen, vWF oder 

Kollagen(90)) und GP-Ia/IIa (bindet Kollagen), wodurch die Thrombozytenformveränderung 

und –ausbreitung gefördert wird (46, 50). 

Eine Kollagenfibrille hat mehrere Bindungsstellen, um mehrfach GP-VI binden zu können. 

Dadurch „clustert“ Kollagen die Rezeptoren, es kommt also zu Quervernetzungen auf der 

Thrombozytenmembran, welche die aktivierenden Signalkaskaden auslösen über 

ITAM-Sequenzen. (40, 46)  

Studien haben gezeigt, dass Kollagen Typ I und III (welcher in der Gefäßintima und –media, 

sowie in atherosklerotischen Plaques vorkommt) (92) zu den stärksten 

Plättchen-aktivierenden Substanzen gehören (93). 

2.4.1.6 von-Willebrand-Faktor (Adhäsionsprotein) 

Der von-Willebrand-Faktor (vWF) wird überwiegend von Endothelzellen, aber auch aus den 

α-Granula der Thrombozyten freigesetzt. Er kann sowohl frei im Plasma vorliegen, wie auch 

an Kollagen gebunden in der extrazellulären Matrix. Dort fungiert er als Adapterprotein 

[adhäsives Glykoprotein (42, S.977)] und bindet mit seiner A1 Domäne an GPIbα des  

GPIb-IX-V Thrombozyten-Rezeptor-Komplexes (77, S.400) sowie an GPIIb/IIIa. Dadurch 

kommt es zur Adhäsion der Thrombozyten an die subendotheliale Matrix. Außerdem 

stabilisiert der vWF den FVIII im Plasma durch Bildung eines großen Proteinkomplexes. 

Kommt es zu einem Defekt oder Mangel des vWF, so spricht man vom sogenannten 



LITERATURDISKUSSION 

24 
 

Von-Willebrand-Syndrom, bei dem es sich um die häufigste angeborene Gerinnungsstörung 

handelt. (60, S.700f.) 

2.4.2 weitere Thrombozyten-Agonisten 

2.4.2.1 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 Aminosäuresequenz, 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 

enthält die ersten 6 Aminosäuren 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 Aminosäuren des N-Terminus enthält. (95)  

Die TRAPs sind in der Lage, Aggregation und Sekretion durch ähnliche Mechanismen wie 

Thrombin zu induzieren (94). Dies geschieht jedoch nicht in vollem Ausmaß, da die TRAPs 

nur PAR1 binden können, wohingegen Thrombin auf humanen Thrombozyten die Rezeptoren 

PAR1 und PAR4 bindet und spaltet, an GPIbα 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 Aktivität haben, die Wundheilung stimulieren und auch ähnliche 

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 TxA2 reduziert wurden, traten durchaus Unterschiede zwischen den TRAPs und 

Thrombin auf. TRAPs waren weniger effizient in ihren Wirkungen: sie konnten keine so großen 

irreversiblen Thrombozytenaggregate auslösen; sie verursachten eine zu geringe 

Oberflächenexpression des aktivierten Fibrinogenrezeptors GPIIb-IIIa als für die Aggregation 

eigentlich notwendig und produzierten nicht so große und langanhaltende intrazelluläre 

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

Setzt man TRAP als Thrombozytenagonist im Labor ein, kann eine Störung 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 zählt zur Familie der 

C-Typ-Lektine (96). Convulxin besitzt eine heterodimere Struktur, da es aus zwei über 
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Disulfidbrücken miteinander verbundenen Untereinheiten (α und β) besteht, welche den 

Komplex α3β3 bilden (97).  

Mit hoher Affinität bindet Convulxin an Thrombozyten und wirkt dort als potentes 

Blutplättchen-aggregierendes Protein (98). Dabei bindet es ausschließlich an den 

Kollagenrezeptor GPVI (p62) und führt wie Kollagen auch zur „Clusterung“ der Rezeptoren 

und zu ähnlichen Signalkaskaden in den Thrombozyten (98). Es kommt zur Aktivierung der 

Phospholipase Cy2 (PLCy2) durch Tyrosin-Phosphorylierung (98). Die PLC führt zum Anstieg 

von Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3), welches zum Ca2+-Anstieg führt, 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 benötigt, 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 und B.G. Firkin beobachtet, dass Ristocetin in vitro die 

Thrombozytenaggregation in „Plättchen-reichem-Plasma“ (PRP) induziert (100). Dabei fördert 

es die Interaktion des vWF mit dem thrombozytären Glykoprotein GPIb (101). In vitro nutzt 

man deshalb gerne Ristocetin, um den Effekt des vWFs zu imitieren und um das 

Vorhandensein und die Intaktheit des GPIbα-V-IX-Komplexes sowie dessen Interaktion mit 

dem vWF bzw. Defekte im vWF zu bestimmen (101, 102).  

Es ist bekannt, dass Ristocetin sowohl an den vWF bindet, als auch an GPIb und an die 

Thrombozytenmembranoberfläche (102, S.394). 

Howard und Firkin führten ihre Versuche mit einem turbidimetrischen Aggrogemeter durch; 

auch heute wird auf diese Weise die Ristocetin-induzierte-Thrombozytenaggregation 

gemessen. Kommt es zu Beeinträchtigungen der Reaktion auf Ristocetin, kann das eine 

qualitative oder quantitative Störung des vWF oder GPIb andeuten. Wenn nur hohe 

Ristocetin-Konzentrationen eine Thrombozytenaggregation auslösen, kann dies zum einen 

auf ein Bernard-Soulier-Syndrom (Defekt/Mangel an GPIbα-V-IX) oder auf ein schweres 

von-Willebrand-Jürgens-Syndrom (vWD; Defekt/Mangel an vWF) hinweisen. Alternativ kann 

eine verstärkte Reaktion auf Ristocetin auf ein vWD Typ 2B (Defekt des vWF) oder auf einen 

thrombozytären (Pseudo-) vWD (Defekt von GPIbα-V-IX) hindeuten. (102) 
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2.5 MONONUKLEÄRE ZELLEN UND WECHSELWIRKUNGEN MIT 

THROMBOZYTEN 

Die mononukleären Zellen (MNC) des peripheren Blutes setzen sich aus allen Zellen mit einem 

runden Zellkern zusammen: Lymphozyten (B-, T- und Natürliche Killer [NK] - Zellen), 

Monozyten und dendritische Zellen. All diese Zellen gehören der übergeordneten 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 

dünner Leukozytenfilm, der sich zwischen den roten Blutkörperchen 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 ursprünglich aus dem Knochenmark und werden ständig ins 

Blut abgegeben. Sie sind die Vorläuferzellen von dendritischen Zellen und der ins Gewebe 

diffundierten und differenzierten Makrophagen, welche im Gewebe verschiedenste Funktionen 

der Immunabwehr ausüben (v.a. Phagozytose). (67, 104)  

Bernd Engelmann und Steffen Massberg führten 2013 den Begriff Immunothrombose ein, 

welcher das Zusammen- und Wechselspiel des angeborenen Immunsystems mit dem 

Gerinnungssystem verdeutlichen sollte (105). Letztlich diene dies der intravaskulären 

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 phänotypische Transformation durchlaufen und 

TF exprimieren, sowie proinflammatorische und prokoagulante Substanzen produzieren und 

ausschütten können (106). Hierbei exprimieren die Neutrophilen TF viel eher durch die 

Aufnahme von Mikropartikeln und synthetisieren diesen nicht selbst (48).  

Zu solchen sogenannten besonderen Bedingungen zählen entzündliche Geschehen (auch 

steril) oder Gefäßverletzungen. Die Leukozyten reagieren zum einen auf die Einleitung von 

Gerinnungsprozessen und zum anderen auf entzündliche extrazellluläre Stimuli wie IL-1, IL-2, 

IL-6, Interferon-γ, TNF-α, Lipopolysaccharide und C-reaktives Protein (CRP) (67). (107) 

Monozyten sind die größte intravaskuläre Quelle für TF (67, 108). Sie exprimieren 

physiologisch eine geringe Menge und in aktiviertem Zustand große Mengen an TF auf ihrer 

Oberfläche (106). So wirken sie maßgeblich an der Thrombingenerierung und damit an der 

Aktivierung, Adhäsion und Thrombusformation von Thrombozyten sowie an der Aktivierung 

der sekundären Hämostase mit (106). Monozyten sind dadurch wichtige Mitspieler bei der 
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Thrombusbildung, Wundheilung, bei chronischen Entzündungen, Krebs, Atherosklerose, 

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

Obwohl die Leukozytenaktivierung die Hämostase maßgeblich beeinflusst, können 

andersherum auch aktivierte Thrombozyten und aktive Gerinnungsfaktoren die prokoagulante 

und proinflammatorische Aktivität von Leukozyten verstärken (106). Aktivierte Thrombozyten 

sind aufgrund ihrer P-Selektin-Präsentation auf der Oberfläche maßgeblich an der Aktivierung 

von Monozyten beteiligt (109). Denn Glykoproteine wie P-Selektin (CD62P) sind 

ausschließlich auf der Membran der α-Granula in ruhenden Thrombozyten lokalisiert. Bei der 

Granulasekretion bei Thrombozytenaktivierung verschmelzen die Granulamembran mit der 

Thrombozytenmembran, wodurch P-Selektin nun auf der Thrombozytenoberfläche 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 abgeschnürten TF-tragenden 

Mikropartikeln befindet (48), und vermitteln zusammen mit anderen aktivierungsabhängigen 

Glykoproteinen (z.B. CD40L) die Bindung der Thrombozyten an Monozyten und neutrophile 

Granulozyten und führen so auch zur Hochregulierung der TF-Expression auf Monozyten 

(110). (50, 111)  

Zusätzlich fördert diese Monozyten-Thrombozyten-Aggregatbildung auch die Expression von 

CD11b/CD18 (Mac-1) auf Monozyten, was wiederum die Interaktionen mit Thrombozyten über 

Fibrinogen, welches Mac-1 mit dem thrombozytären Glykoprotein IIb/IIIa verbindet, 

erleichtert (67, 112). 

Auch das generierte Thrombin auf der Thrombozytenoberfläche wirkt chemotaktiv auf 

Monozyten (113), indem es u.a. an deren PAR1-Rezeptoren bindet (106). Durch Spaltung des 

G-Protein-gekoppelten PAR1 läuft in den Monozyten der Phospholipase A2-Signalweg ab, der 

die Transkriptionsfaktoren NF-kappaB und AP-1 aktiviert (109). Sie sorgen für die Regulation 

der TF-Expression auf Monozyten (109). Außerdem wird durch Thrombin über den 

PAR-Signalweg die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-6 und der 

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha(TNF-α), initiiert (106, 114). 

Kommt es zu einer verstärkten Aktivierung der Thrombozyten, z.B. durch die Kombination aus 

Kollagen und Thrombin, so können sie Mikropartikel abschnüren (52). Die Mikropartikel 

vermitteln u.a. eine Wechselwirkung von Leukozyten untereinander sowie von Leukozyten mit 

dem Gefäßendothel (40, 46). Leukozyten (Monozyten und Granulozyten) lagern sich an ein 

entstandenes Thrombozytenaggregat an (52). Ob dies der Begrenzung des Thrombus oder 

der Vergrößerung dient ist bisher nicht erforscht (52). 

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

Auch während eines Entzündungsprozesses im vaskulären System können sowohl 

Thrombozyten als auch Endothelzellen sowie Monozyten aktiviert werden und TF auf ihrer 
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Oberfläche exprimieren (52). Beispielsweise bindet das CRP an den Monozyten-Rezeptor 

FcγRIIa (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 FVIIa und kann FX binden und aktivieren. Thrombozyten oder deren 

sezernierte Mikropartikel lagern sich an die TF-exprimierenden Zellen an und so wird ein 

ursprüngliches Entzündungsgeschehen mit Gerinnungs- und Thromboseprozessen verknüpft. 

(52, 67)  

Darüber hinaus unterstützen 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 

Auflösung von Venenthromben beizutragen. Monozyten sind in der Lage, Fibrin abzubauen 

sowie die Neovaskularisierung des Thrombus zu veranlassen. (67) 
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Aqua ad injectabilia Braun  B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen 

Arachidonsäure Natriumsalz  5 mg/ml in 98 % Ethanol 

gelöst 

Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, Darmstadt 

ATP-Standard 

(Adenosintriphosphat-

Standard) 

0,4 µM Probe & go 

Labordiagnostik GmbH, 

Osburg 

Chrono-Lume 2 µM Luciferin/Luciferase Probe & go 

Labordiagnostik GmbH, 

Osburg 

Chrono-Par Collagen  1 mg/ml  

native Kollagenfibrillen (Typ 

I) 

Probe & go 

Labordiagnostik GmbH, 

Osburg 

Citrat Molare Masse: 294,19 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Convulxin  100 µg/ml gelöst in HBSS 

(Hank´s balanced Salt 

Solution) 

Enzo Life Science GmbH, 

Lörrach 

CGS-Puffer, pH 6,5 (Citrate-

Glucose-Sodium-Puffer) 

120 mM NaCl, 12,9 mM 

Citrat, 30 mM Glucose 

 

Creatinphosphat (CP) 

Dinatriumsalz Tetrahydrat 

500 mM Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, Darmstadt 

Creatinphosphatkinase 

(CPK) aus Hasenmuskel  

1000 U/ml Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, Darmstadt 

EGTA-Lösung 

(Ethylenglycol-

bis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure) 

500 mM Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

FluCa-Kit  Fluo-Puffer + Fluo-Substrat Stago Deutschland Gmbh, 

Düsseldorf 

Glukose Molare Masse: 180,16 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

HBSS (Hank´s balanced Salt 

Solution) 

53,3 mM KCl; 4,4 mM 

KH2PO4; 1379,3 mM NaCl; 

3,4 mM Na2HPO4-7H2O; 

55,6 mM Dextrose  

Life Technologies GmbH, 

Ober-Olm 
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Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-

1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure) 

Molare Masse: 238,31 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Hepes-Puffer; pH 7,4 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 

1 mM MgCl2, 10 mM Hepes, 

10 mM Glucose 

 

Isotonische Natriumchlorid-

Lösung 0,9 % (w/v) 

Infusionslösung 

1 ml enthält:  

9 mg Natriumchlorid, 

Molare Konzentration: 

1 ml enthält: 0,154 mol Na+, 

0,154 mol Cl- 

B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen 

Kaliumchlorid (KCl) Molare Masse: 74,56 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Molare Masse: 203,3 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Natriumchlorid (NaCl) Molare Masse 58,44 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat 

(NaHCO3) 

Molare Masse: 84,01 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Natriumhydrogenphosphat 

(NaH2PO4) 

Molare Masse: 141,96 g/mol Carl Roth GmbH + Co. 

KG., Karlsruhe 

Natriumhydroxid (NaOH) 2 mol/l Merck Chemicals GmbH, 

Darmstadt 

PBS (phosphate 

buffered solution, 

phosphatgepufferte 

Salzlösung) 

10 x konzentrierte Lösung: 

2,7 mM KCl, 140 mM NaCl, 

10 mM Phosphat 

AppliChem GmbH, 

Darmstadt 

PBS, pH 7,4 10x PBS-Fertigprodukt 

1:10 in ddH2O gelöst 

 

PPP-Reagenz (platelet-poor-

plasma-reagent, Plättchen-

armes-Plasma-Reagenz) 

 Stago Deutschland 

GmbH, Düsseldorf 

PRP-Reagenz 

(platelet-rich-plasma-reagent, 

Plättchen-reiches-Plasma-

Reagenz) 

 Stago Deutschland 

GmbH, Düsseldorf 
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Pathomechanismen der ET sind. Ziel dieser Studie waren umfassende Untersuchungen des 

hämostatischen und entzündlichen 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 Krankheitsausprägungen näher 

zu identifizieren zur Ermittlung individueller Risikofaktoren, damit möglicherweise darauf 

aufbauende individuelle Therapieschemata entwickelt werden können.  

Die Pilotstudie lief von April 2016 bis April 2019. 

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Erforschung möglicher Veränderungen in den 

Thrombozytenfunktionen (Aggregation, ATP-Freisetzung, Thrombingenerierung), den 

Leukozytenfunktionen (speziell die Thrombingenerierung der mononukleären 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 Thrombozythämie.  

Hierfür wurde eine Beobachtungsstudie mit einem prospektiv kontrollierten 

Längsschnittstudiendesign durchgeführt. Vor der Durchführung der Untersuchungen wurde 

die methodische Hilfe und Beratung bei den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts für 

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 

Landesärztekammer 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 vollständige 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 III. Medizinischen 

Klinik (Hämatologie, Internistische Onkologie, Hämostaseologie, Stammzelltransplantation, 

Pneumologie) der Universitätsmedizin Mainz. Es wurden Patienten mit bereits diagnostizierter 

oder dem Verdacht auf ET ausgesucht und über die Studie aufgeklärt, sodass nach 

Unterschreiben der Einwilligungserklärung für die Studienteilnahme die benötigte 
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Blutentnahme erfolgen konnte. Die regelmäßigen Termine der ET-Patienten wurden dann für 

weitere Blutentnahmen genutzt, um die Untersuchungen vervollständigen zu können. 

Für die Studienteilnahme der Patienten wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien 

definiert: 

Einschlusskriterien: 

• Bestätigte ET-Diagnose nach den WHO Diagnostikkriterien (2016) (21) 

• Alter ≥ 18 Jahre 

• Bestätigte JAK2V617F- (Januskinase-2) oder CALR- (Calreticulin) Mutation 

• Schriftliche Einwilligungserklärung 

Ausschlusskriterien: 

• Leukozytenzahl ≥ 20.000/μl 

• Patienten mit akutem/subakutem thromboembolischem Ereignis (innerhalb von 6 

Wochen ab Einschluss in die Studie) 

• Schwangerschaft 

• ET-Patienten mit cMPL- (humanes myeloproliferatives Leukämieprotein Onkogen) 

Mutation 

• ET-Patienten unter Anagrelid oder Interferon-α Therapie 

• fehlende schriftliche Einwilligungerklärung 

3.5.3.3 Kontrollprobandenkollektiv  

Die Rekrutierung des Probandenkollektivs für 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-tägiger ASS-Einnahme (einmal täglich 

100 mg) erfolgte. Die Einverständniserklärung zur Studienteilnahme erfolgte vor der 

Blutentnahme. 

 

3.5.4 Datenschutz 

Im Rahmen der Studie liefen alle Untersuchungen und Verwendungen von Personendaten 

datenschutzkonform ab (gemäß der europäischen Datenschutzverordnung). Die ärztliche 

Schweigepflicht wurde eingehalten, die Aufklärung und Unterzeichnung der 

Einverständniserklärung (u.a. Zustimmung der pseudonymisierten Weitergabe 

personenbezogener Daten an Dritte einschließlich 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 für Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) stand den 

Doktoranden der AG Jurk des CTHs für die Datenauswertung beratend zur Seite. Die 

Auswertung der Messergebnisse dieser Dissertation erfolgte deskriptiv über Word- und 

Excel-Tabellen sowie die Statistiksoftware GraphPad Prism 8.3.1. Zunächst 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 

Gaußschen Normalverteilung, wurde der Shapiro-Wilk Normalitätstest angewendet. Für den 

Gruppenvergleich normalverteilter Daten wurde der T-Test genutzt, für 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 Auffälligkeit (falls der 

errechnete P-Wert im Gruppenvergleich unter dem Signifikanzniveau von 5 % (<α (0,05)) lag) 

oder einer Tendenz sprechen. 

Im zweiten Ergebnisteil dieser Dissertation, also für 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 durchgeführt. 

 

3.6 VENÖSE BLUTENTNAHME 

Die Blutentnahme der eingewilligten Patienten fand in der hämatologischen Ambulanz der 

III. Medizinischen Klinik des Universitätsklinikums 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 

Na3Citrat) (sowie eine 10 ml S-Monovette EDTA zur Auswertung eines kleinen Blutbildes) ab. 

Es wurde darauf geachtet, dass die abgenommenen Citratröhrchen zur Vermengung des 

Vollblutes mit dem Antikoagulans nur vorsichtig geschwenkt (niemals geschüttelt) wurden. Es 

durften maximal 60 Minuten vergehen, bis die Blutproben im Labor zur Weiterverarbeitung und 

Versuchsdurchführung ankamen. Selbst beim Transport wurde darauf geachtet, dass die 

Blutproben möglichst wenig Erschütterungen ausgesetzt waren, sowie auf Raumtemperatur 
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(RT) warmgehalten wurden, damit es nicht zur Präaktivierung 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 

Für die Herstellung von ausreichend Thrombozyten-reichem Plasma („platelet-rich plasma“, 

PRP) für die Versuche dieser Arbeit benötigte man insgesamt vier 10 ml 

Vollblut-Citrat-Monovetten. Diese wurden für 10 Minuten bei 200 xg (Rotor SX4400, accel 9, 

decel 2, RT) zentrifugiert. Danach entstand aufgrund der unterschiedlichen Dichte der 

Blutzellen eine sichtbare leukozytäre Trennschicht („buffy coat“) zwischen dem sich darüber 

liegendem gelblichen PRP (in dem sich noch Citrat-Plasma, Plasmaproteine und 

Thrombozyten befanden) und dem darunter liegenden rötlichen Erythrozyten (siehe Abbildung 

1). Das PRP wurde mit einer Transferpipette vorsichtig abgenommen (das Abpipettieren 

erfolgte mit kleinem Abstand zu der leukozytären Trennschicht, damit keine Verunreinigung 

des PRPs mit Leukozyten erfolgte) und in ein 5 ml Polystyrol-Reagenzröhrchen gegeben. 

Davon wurde wieder ein kleines Blutbild erstellt, um die Thrombozytenkonzentration zu 

messen. 

Die Citrat-Monovetten wurden nun ein zweites Mal für 10 Minuten zentrifugiert, allerdings mit 

2000 xg und einer Bremse von 9 (accel 9, decel 9, RT). Es entstand wieder ein gelblicher 

Überstand, bei dem es sich um Thrombozyten-armes Plasma („platelet-poor plasma“, PPP) 

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

Für die ET-Patienten brauchte man letztlich aber Thrombozyten-freies Plasma („platelet-free 

plasma“, PFP) für die Versuche, weil die Patienten teils so viele Thrombozyten hatten, dass 

ein schon von Thrombozyten befreites PPP nicht gewährleistet werden konnte. Deshalb 

wurden die mit PPP befüllten Reaktionsgefäße mit dem kleinen Rotor F2402H in der Zentrifuge 

ein weiteres Mal für 10 Minuten zentrifugiert bei 17800 rpm (29099 xg, accel 9, decel 9, RT). 

Für die Lumi-Aggregometrie-Versuche wurde das PRP mit autologem PFP auf 

200.000 Thrombozyten/µl verdünnt und für die CAT-Versuche wurde das PRP auf 

150.000 Thrombozyten/µl verdünnt. 
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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. Für die Herstellung von sogenannten 

„washed platelets“ (WP) benötigte man zunächst eine 10 ml Citrat-S-Monovette mit Vollblut. 

In dieses Citratröhrchen wurden 40 µl EGTA-Lösung (finale Konzentration: 3 mM) und 

Apyrase (finale Konzentration: 0,2 U/ml) gegeben. Apyrase ist ein Enzym, welches das 

freigesetzte ADP aus eventuell zerstörten Erythrozyten oder Thrombozyten in AMP 

umwandelt, damit die Thrombozyten nicht bereits durch das freigesetzte ADP stimuliert 

werden. 

Dieses Gemisch wurde dann für 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 großes Polypropylen-Röhrchen mit 

rundem Boden pipettiert. Das abgenommene PRP wurde mit CGS-Puffer (man wählte diesen 

Puffer mit einem leicht sauren pH-Wert von 6,5, damit die Thrombozyten durch den 

Zentrifugationsstress nicht voraktiviert wurden) 1:1 verdünnt und 5 bis 10 Minuten bei RT 

stehen gelassen. Nach dieser Ruhezeit wurde eine leichte 10-minütige Zentrifugation mit 80 xg 

(decel 1, RT) durchgeführt, damit die Leukozyten als Pellet am Boden ausfallen und man das 

„reinere“ PRP nun in ein neues Polypropylen-Röhrchen mit rundem Boden transferieren 
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konnte. Dieses wurde nochmals mit einer höheren g-Zahl von 380 xg für 10 Minuten bei RT 

zentrifugiert. Nach dieser Zentrifugation wurde der Plasmarückstand abgenommen, verworfen 

und die übrig gebliebenen Plättchen (das Pellet) nochmals gewaschen, d.h.  zuerst in 1ml 

CGS-Puffer gelöst und dann mit weiteren 2 ml hinzugefügtem CGS-Puffer gewaschen. Nach 

einer weiteren Ruhezeit von 5 bis 10 Minuten folgte die letzte Zentrifugation bei 380 xg 

(decel 2, RT). Das überschüssige Plasma wurde verworfen, das Thrombozytenpellet mit 

500 – 1000 µl (abhängig von Pelletgröße) Hepes-Puffer (pH = 7,5) resuspendiert und eine 

kurze Einwirkzeit eingehalten. Abschließend bestimmte man die Konzentration der 

Thrombozyten im Sysmex Cell Counter. 

 

3.9 GEWINNUNG MONONUKLEÄRER ZELLEN  

Zur Extrahierung mononukleärer Zellen („mononuclear cells“, MNC) wurden zunächst 4 ml 

Vollblut aus einer 10 ml Citrat-S-Monovette mittels Transferpipette entnommen und auf zwei 

Reagenzröhrchen verteilt (je 2 ml). Nun wurden jeweils 0,5 ml einer 0,2 µm gefilterten 

6-prozentigen Dextranlösung (in 0,9 % NaCl) in die Reagenzröhrchen gegeben und vorsichtig 

mit der Transferpipette vermischt. Es folgte eine Inkubationszeit von mindestens 45 Minuten 

bei RT. Die Dextranlösung sorgte dafür, dass die Erythrozyten im Vergleich zu den anderen 

Zellen schneller sedimentierten. Der entstandene Überstand mit der angereicherten 

MNC-Fraktion wurde aus beiden Reagenzröhrchen abgenommen, in ein gemeinsames 14 ml 

Polypropylen-Röhrchen mit rundem Boden transferiert, vorsichtig vermischt und auf zwei 

Polypropylen-Röhrchen gleichmäßig verteilt. Jedes Röhrchen wurde nun bis auf 10 ml mit 

CGS-Puffer (pH 6,5) aufgefüllt und bei 70 xg (decel 9, RT) zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation entstand ein Pellet mit MNC und der Überstand, welcher Thrombozyten und 

Erythrozyten enthielt, wurde abpippetiert und verworfen. Ein Pellet der zwei Röhrchen wurde 

nun mit 300 µl patienteneigenem PFP gelöst und das andere Pellet wurde mit 300 µl PFP einer 

gesunden Kontrolle (entsprach nicht der Kontrollgruppe aus dieser Dissertation) gelöst. 

Danach wurden diese Gemische jeweils in ein Reaktionsgefäß überführt und im Sysmex Cell 

Counter die Konzentration der MNC (v.a. Monozyten und Lymphozyten) gemessen. Die 

Gemische sollten nahezu keine roten Blutkörperchen (RBC) enthalten und eine 

Thrombozytenzahl von unter 100.000/µl aufweisen.  

Da die Lymphozyten für 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 x103/µl zu erreichen und wenn nötig mit dem jeweiligen PFP auf diese Konzentration 

zu verdünnen. 
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3.10  LUMI-AGGREGOMETRIE  

3.10.1 Allgemeines Versuchsprinzip 

1962 beschrieb zuerst Gustav Born die Plättchenaggregation durch ADP und modifizierte 

einen Photorimeter, um die Aggregation in plättchenreichem Plasma kontinuierlich messen zu 

können (115). Darauffolgend designte R.D. Feinman et al. 1977 das erste Lumi-Aggregometer, 

durch welches das gleichzeitige Messen der Plättchenaggregation und ATP-Sekretion in PRP 

(mittels der optischen Dichte) oder in Vollblut (per elektrischer Impedanzmessung) möglich 

wurde (116). Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Lumi-Aggregometer handelte es sich um 

das Chrono-Log-Aggregometer Model 700. Es ermöglicht die Messung der durch Agonisten 

induzierten Plättchenaktivierung in vitro in PRP oder Vollblut (nicht in dieser Arbeit genutzt). 

Es misst dabei gleichzeitig die Thrombozytenaggregation und die ATP-Sekretion. Die 

Aggregationsmessung fußt auf der optischen Lichttransmissionsmethode, wie sie erstmals 

von Gustav Born 1962 beschrieben wurde (115, 117). Die Probenkammern sind so konzipiert, 

dass für die Aggregations-Messung ein Infrarot-Lichtstrahl durch zwei Küvetten scheint, von 

denen eine PRP und die andere PFP (als Referenz) enthält (116). Silizium-Fotodioden 

erfassen das Licht, das durch die Proben hindurchtreten kann (116). 

Die PRP-Probe wird willkürlich 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 Plättchen angeregt und es kommt durch die beginnende 

Formveränderung („shape change“) und Aggregation zu Veränderungen der 

Lichttransmission, die über die Zeit auf dem Aufnahmegerät aufgezeichnet werden. Die 

Zunahme der Lichttransmission ist dabei proportional zur Thrombozyten-Aggregation. (49, 

116, 118) 

Die Versuche laufen unter ständigem leichten Rühren der Proben ab, mithilfe von 

Magnetrührstäbchen bei 1000 rpm (rev/min, „revolutions per minute“, Umdrehungen pro 

Minute). Dadurch wird der notwendige Thrombozytenkontakt untereinander und damit die 

maximale in-vitro Plättchenaggregation gewährleistet. (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 Glühwürmchen stattfindet. Dabei reagiert das aus den δ-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      --[Luciferase]-->      Chemolumineszenz + Oxyluciferin + AMP + H2O + CO2  

(vgl. (77,S.567)) 
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Zur Kalibrierung der Lumineszenz und Messung der sezernierten ATP-Menge wird zunächst 

die Lichtemission eines ATP-Standards mit bekannter ATP-Konzentration in PRP gemessen 

(88, 123). 

Außerdem kann man mithilfe der Lumineszenz-basierenden Messmethode die freigesetzte 

ADP-Menge aus den δ-Granula der Thrombozyten bestimmen, indem man eine Versuchsreihe 

mit zusätzlichem Kreatinphosphat und Kreatinphosphokinase ansetzt. Als Initiator der 

Thrombozytenaktivierung wurde Kollagen (10 µl/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. Für die 

Berechnung der ADP-Menge musste man die errechnete ATP-Menge aus dem vorherigen 

Versuch (der nur mit 10 µg/ml Kollagen ablief) von der totalen Konzentration des generierten 

ATP im nächsten Versuch nach Zugabe der Reagenzien Kollagen, CP und CPK, subtrahieren.    

Die Lumineszenz-Messung der ATP-Sekretion liefert einen eindeutigen Beweis für eine 

normale oder gestörte Freisetzung von ATP aus den „dense Granula“. Dies erhöht die 

Sensitivität des Tests gegenüber Sekretionsstörungen und Thrombozyten-Granula-Mangel 

(„storage pool deficiency“). (116)  

Die Lumi-Aggregometrie ist die aktuell etablierteste in-vitro-Methode zur simultanen Testung 

der Plättchenaggregation und ATP-/ADP-Generierung der Thrombozyten. Die Fähigkeit oder 

Unfähigkeit der Thrombozyten, auf bestimmte Agonisten zu reagieren, ist die Grundlage für 

die Differenzierung von Thrombozytenfunktionsstörungen. (116)  

Die Limitierung stellt hier, wie bei der Aggregometrie nach Born, die benötigte 

Mindestkonzentration von 150.000 Thrombozyten/µl im PRP dar (meistens standardisiert auf 

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

 

3.10.2 Versuchsdurchführung 

Spätestens 15 Minuten vor Versuchsbeginn sollte das Chrono-Log Aggrogemeter und das 

dafür nötige Notebook mit der Software AGGRO/ LINKTM8 (Version 1.2.3) für die 

Versuchsdurchführung vorbereitet werden, damit sich das Gerät auf 37 °C erwärmen kann.  

Für diesen Versuch wurden das PRP und PFP gewonnen (wie in 3.7 beschrieben), wobei das 

PRP für diese Methode mit dem Lumi-Aggregometer noch mit autologem PFP auf 

200.000 Thrombozyten/µl verdünnt wurde.  

Zur Vorbereitung wurden die Glasküvetten mit jeweils einem Magnetrührstäbchen bestückt, 

mit Ausnahme der Küvette für das PFP (PPP-Standard). In diese Küvette für das 

PPP-Standard wurden 500 µl PFP, in die restlichen sechs Küvetten jeweils 450 µl PRP 

pipettiert und im Chrono-Log vorgewärmt. 

Als Letztes mussten noch die nötigen Reagenzien vorbereitet werden (siehe Tabelle 9). Hierfür 

mussten Verdünnungen von TRAP-6 (Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6; 2 mM) und 
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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 

„Amplitude“ gelegt wurde, jeweils für 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 über die Zeit. Die „Area under the curve“ beschreibt die Fläche unter der 

ATP-Kurve und spiegelt damit die Gesamtkonzentration der über 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 möchte, also die Verzögerungszeit, 

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 Initiierung der reversiblen Formveränderung („shape change“) von 

Thrombozyten, sowie zur Bildung reversibler kleiner Mikroaggregate oder direkt zur Bildung 

irreversibler Formveränderungen und Aggregaten (88). Dabei kann die Aggregationskurve 

mono- oder biphasisch verlaufen. Die „shape change“ (Formänderung) der Thrombozyten 

äußert sich in einer kurzen, temporären Abnahme der Lichttransmission relativ zu Beginn der 

Aggregationskurve. Mit Zunahme der gebildeten Plättchenaggregate nimmt allerdings auch 

die Lichttransmission wieder zu. Somit kann man durch die Änderungen der Lichttransmission 

Rückschlüsse auf das Aggregationsverhalten der Thrombozyten auf verschiedene Agonisten 

ziehen. (49) 

Die in meinen Experimenten verwendeten Substanzen TRAP-6, Kollagen und Arachidonsäure 

haben an sich spezielle Signalwege und Ansatzpunkte in der Aktivierung der Thrombozyten 

und damit des Hämostasesystems. TRAP-6 aktiviert die Thrombozyten nur über den 

PAR1-Rezeptor (56) (i.Ggs. zu Thrombin, welches über die PAR1- und PAR4-Rezeptoren, 

sowie das Glykoproteine GP Ibα und das durch Thrombin gespaltene GPV aktivierend wirkt 

(55, 124)). Der Agonist Kollagen führt 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 Membranabnormalität, einen 

Sekretionsdefekt oder die Therapie mit ASS oder anderen nicht-steroidalen Antiphlogistika 

(NSAIDs) hinweisen (88). Mit Arachidonsäure als Thrombozytenagonist verläuft die 

Aggregationskurve i.d.R. auch monophasisch, es entsteht keine „Lag time“ und die Messung 

ist sinnvoll zur Detektion von Störungen 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 thrombozytären Formveränderung, Aktivierung und Bildung irreversibler 
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Aggregate kommt, schütten die Thrombozyten vermehrt ATP und ADP aus ihren δ-Granula 

aus, um noch mehr Thrombozyten aktivieren zu können.  

In der Versuchsreihe mit Kollagen, Kreatinphosphat (CP) und Kreatinphosphokinase (CPK) 

wurden im Vergleich zu den Versuchen ohne CP/CPK viel höhere ATP-Kurven generiert, da 

hier zusätzlich das sezernierte ADP aus den δ-Granula durch CP und CPK zu ATP 

phosphoryliert wurde. Wie bereits im Kapitel „Allgemeines Versuchsprinzip“ erwähnt, kann 

man mithilfe dieser speziellen Versuchsreihe die von den Thrombozyten sezernierte 

ADP-Menge bestimmen.  

Nach der ADP-Mengenberechnung ist es möglich, die ATP/ADP-Ratio zu erstellen. Sie liegt 

physiologisch zwischen 1,5 - 2,0 (125), wohingegen sich innerhalb der δ-Granula eine größere 

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, 

könnte das auf einen „δ-Speicherpool-Mangel“ (delta storage pool deficiency, δ-SPD) 

hinweisen (81, 126, 127). Je höher die ATP/ADP Ratio ist, desto wahrscheinlicher ist ein 

δ-SPD. Da ATP jedoch zum einen metabolisch im Zytoplasma synthetisiert wird und zum 

anderen in den δ-Granula der Thrombozyten gespeichert sein kann, ist die ATP-Konzentration 

bei Vorliegen eines Speicherdefekts (δ-SPD) oder einer Sekretionsstörung der δ-Granula in 

beiden Fällen höher als die ADP-Konzentration. Man kann also keine Aussage darüber treffen, 

ob es sich tatsächlich um einen δ-SPD mit einem ADP-Mangel oder lediglich um eine 

Sekretionsstörung handelt mit „vollständigem“ Granulainhalt. (81) 

ASS und andere NSAIDs hemmen die COX [irreversibel (ASS) bzw. reversibel (andere 

NSAIDs)] und vermindern somit die durch TxA2 (Bildung getriggert durch den Agonisten 

Arachidonsäure) vermittelte Freisetzung der dichten Granula (δ-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-Sensitivität hierbei stark von der 

Konzentration der Agonisten abhängt. Je geringer die Agonistenkonzentration, desto 

empfindlicher reagieren die Thrombozyten auf den ASS-Einfluss und zeigen eine 

entsprechend abgeschwächte 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 Einflüsse 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) 

3.11.1 Allgemeines Versuchsprinzip 

In dieser Arbeit wurde mithilfe eines Thrombinoskops (Fluoroskan AscentTM FL) eine kalibrierte 

automatisierte Thrombographie („Calibrated automated thrombography/thrombogram“, CAT) 

durchgeführt. Mit dem CAT ist es möglich, die in vitro Thrombingenerierung kontinuierlich zu 

bestimmen und dabei das aktivierte Gerinnungssystem zu betrachten, um hierbei 

pathologische und physiologische Funktionen zu testen. Üblicherweise erfolgt dies in 

plättchenarmem Plasma (PPP) bzw. plättchenreichem Plasma (PRP).  

Im PPP zeigt das CAT alle Störungen von Gerinnungsfaktoren (außer Faktor XIII) und die 

Wirkung von allen Antikoagulanzien. Im PRP wird größtenteils das physiologische 

Thrombozyten-abhängige Gerinnungssystem widergespiegelt, außerdem können Störungen 

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 Emissionswellenlänge von 

460 nm). Das Thrombinoskop misst die Freisetzung der fluoreszierenden Spaltprodukte, die 

sich proportional zur generierten Thrombinmenge verhalten.  

Die Höhe des Fluoreszenzsignals ist abhängig 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 α2-Makroglobulin-Thrombin-Komplex mit bekannter 

konstanter Thrombinaktivität. 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 Thrombinaktivität 

gewährleistet wird (129). Aus dem Anstieg der Thrombingenerierungskurve kann dann der 

Kalibrierungsfaktor entnommen werden, welcher für die Umrechnung der Fluoreszenzsignale 

in die generierte Thrombinkonzentration benötigt wird (130). 

Die „Referenz-Well-Reihe“ wurde anschließend mit dem gleichen Plasma in einer anderen 

Well-Versuchsreihe, die dann mit einer Triggersubstanz zur Initiierung der Gerinnung ergänzt 

wurde, kontinuierlich verglichen. Dadurch konnten die oben genannten Störfaktoren mit den 

Kalibratordaten verrechnet sowie die exakte Thrombinentstehung während des Ablaufs der 

Gerinnungskaskaden über die Zeit bestimmt werden. (131) 

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

von hoher klinischer Relevanz. Im Gegensatz zur herkömmlichen Bestimmung der 
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Blutungszeit im Labor ist das Thrombinoskop deutlich sensitiver bei der Erfassung sowohl sehr 

niedriger als auch hoher Reaktivitäten des Gerinnungssystems (9) sowie beim Nachweis des 

Einflusses antithrombotischer Medikamente. Dadurch können antithrombotische Therapien 

und Gerinnungsstörungen gut überwacht werden.   

Zur Durchführung des Tests wurden jeweils 20 µl des Thrombin-Kalibrators in einen dreier 

Well-Satz (Well = kleine Vertiefung/Mulde) einer 96-Well-Mikrotiterplatte (mit u-förmigem 

Boden) per „reverse pipetting“ und 20 µl von unterschiedlichen Triggersubstanzen in je einen 

anderen dreier Well-Satz pipettiert. Nach der blasenfreien Zugabe von je 80 µl des Plasmas 

(PFP und PRP) [Cave: Thrombin und Convulxin wurden erst nach PRP und PFP 

hinzupippetiert) wurde die Well-Platte in das Gerät getan, welches die Platte auf 37 °C 

erwärmte, um physiologische Temperaturverhältnisse zu schaffen.  Nun gab das Instrument 

selbstständig je 20 µl FluCa (Gemisch aus dem fluorogenem Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC und 

Fluo-Puffer (129) (enthielt final 17 mM Kalziumchlorid (CaCl2)) in jedes Well hinzu, damit die 

Gerinnung ablaufen und die Messung gestartet werden konnte. 

Mit der CAT wurden in dieser Arbeit zwei Versuche durchgeführt. 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 prüfte man dann die Gerinnungsleistung bzw. Thrombingenerierung auf der 

Thrombozytenoberfläche, also die zelluläre Thrombingenerierung. Im zweiten 

Versuchsdurchlauf wurde speziell die Thrombingenerierung von isolierten Thrombozyten (WP) 

und mononukleären 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 

Für 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 Gerät vorwärmen konnte. 

Außerdem wurde die Thrombin-Kalibrator-Aktivität festgelegt (auf der Phiole des Reagenzes 

vermerkt; ca. 650 nM), die Versuchsreihen definiert (jeweils Dreifachausfertigungen) und zwei 

Polypropylen-Röhrchen mit konischem Boden in den dafür vorgesehenen Platz im 

Thrombinoskop (Fluoroskan AscentTM FL) gestellt, wobei eines davon mit Wasser befüllt 

wurde und das andere leer blieb.  
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Danach galt es, die nötigen 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/µl mit autologem PFP verdünnt. 

Verdünnungen von Thrombin (0,5 U/ml) und Convulxin (250 ng/ml und 5 µg/ml) mit 

Tyrodepuffer wurden angesetzt und auf Eis gekühlt. 

Danach folgte die Herstellung der Thrombinoskop-Reagenzien. Dafür 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 µM), die die 

im PFP fehlenden Thrombozytenoberflächen ersetzen sollen, auf denen physiologischerweise 

die thrombingenerierenden Reaktionsschritte ablaufen. Da keine Thrombozyten vorhanden 

sind, kann also nur die plasmatische Thrombingenerierung geprüft werden. Das 

PRP-Reagenz, welches dem PRP hinzugegeben wird, enthält nur 1 pM TF und keine 

Phospholipide, da das PRP Thrombozyten enthält und damit schon genug 

Oberflächenphospholipide zur Initiierung der Thrombingenerierung vorhanden sind. Dadurch 

kann die zelluläre Thrombingenerierung gemessen werden.  

Bei der Herstellung des FluCa (aus FluCa Puffer und FluCa Substrat) mussten mindestens 

1150 µl pro Versuchsdurchlauf entstehen (Anleitung in der Packungsbeilage; Verhältnis 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 für PRP erhielt, der 

höchstens Hinweise auf eine Voraktivierung bzw. Reaktivität 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 verfrühten Aktivierung 

der Gerinnungskaskade kam. 
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3.11.3 Thrombingenerierung isolierter Thrombozyten und 

mononukleärer 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/µl verdünnt.  

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 x103 Zellen/µl verdünnt. 

Die Verdünnungen 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 Gerät auf 37 °C erwärmt werden. 

Für 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 Nächstes 

wurde das MNC- und WP-Plasma pipettiert und zum Schluss das Thrombin (siehe Abbildung 3 

und Tabelle 11). Die Mikrotiterplatte wurde in das Gerät gelegt, in dem die automatische 

Zugabe von FluCa erfolgte und die 60-minütige Messung begann. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 DESKRIPTIVE STATISTIK 

4.1.1  Patientencharakteristika 

Insgesamt wurden 22 Patienten mit essentieller Thrombozythämie (ET) für die Studie 

rekrutiert, von denen drei keiner Mutation zugeordnet werden konnten und somit als 

„triple-negativ“ galten. Diese ET-Patienten erfüllten die Einschlusskriterien nicht mehr und 

wurden von der Studie ausgeschlossen. Von den übrig gebliebenen 19 Patienten konnten bis 

zum Ablauf der Studie nur 13 für 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 thrombozytäre Thrombingenerierung seit 

der Erstuntersuchung verändert haben. Hierfür 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 aufgeführten 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-α (pegINFα) hatte und bei P13 HU aufgrund zunehmender 

Anämie und fallender Thrombozytenzahlen (a.e. bedingt durch Entwicklung einer 

Post-ET-Myelofibrose) abgesetzt wurde ohne Ansetzen einer Alternativtherapie. Unabhängig 

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 kardiovaskuläre Risikofaktoren 

(CVRF) auf. Darunter fielen Nikotinabusus, Dyslipidämie, Diabetes mellitus und arterielle 

Hypertonie. Typische Symptome einer ET, wie Mikrozirkulationsstörungen (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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Wie sich aus der Tabelle 14 ablesen lässt, sind in der Mehrzahl der Fälle, bei neun (P2, P4, 

P5, P6, P7, P9, P10, P12, P13) von 13 Patienten, die Thrombozytenkonzentrationen nach 

mindestens einjähriger 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. Auffällig 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 x109/l, wohingegen sie 

im EE noch bei 639,69 x109/l lag. Dies spiegelte zwar insgesamt eine Tendenz zur 

Normalisierung der Thrombozytenkonzentration wider, jedoch konnte im Schnitt der 

Referenzbereich von 150 - 400 x109/l (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 über 

1000 x109/l, wobei sich die Werte im 1. FU bei P5 kaum veränderten (P5 hatte keine 

zytoreduktive Therapie aufgrund eines günstigen Risikoprofils inklusive jungen Alters; watch 

and wait Strategie) und sich bei P12 jedoch ein großer Therapieerfolg einstellte (durch den 

Wechsel von HU auf pegINFα) 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 x109 Leukozyten/l 

(Sysmex-KX-21N Referenzwerte: 4-10 x109/l) und damit im Referenzbereich. Die 

Erythrozytenkonzentrationen lagen hingegen bei X̅ = 4,15 x106/µl (Sysmex-KX-21N 

Referenzwerte: ♀ = 4,2 - 5,4 x106/µl; ♂ = 4,6 - 6,2 x106/µl) 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 Verhältnis zum vWF-Antigen-Spiegel 

eine abnorm niedrige vWF-Aktivität aufwies (qualitativer vWF-Mangel(138)) und die 

vWF-Aktivität/-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-Aktivität/-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 höhere, wenngleich im 

physiologischen Bereich liegende Hämoglobin- und Hämatokritwerte aufwiesen. 
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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) durchgeführt, wobei sich in der Ergebnisdarstellung auf ausgewählte 

Parameter konzentriert wurde.  

Zur übersichtlicheren 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 

ermöglichen, wurden die Werte der Kontrollgruppen mit sowie ohne ASS-Therapie in die 

grafische Darstellung integriert.  

Wie die statistische Analyse bei den Gruppenvergleichen durchgeführt 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 durchgeführt 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 Auffälligkeit 

(p < 0,05) bei den Gruppenvergleichen darstellen ließ, sind die dazugehörigen p-Werte immer 

im Fließtext erwähnt. 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 thrombozytären Aggregation mittels 

Lumi-Aggregometrie 

Durch Stimulation der Thrombozyten mit Agonisten in hoher Konzentration – wie 0,5 mg/ml 

Arachidonsäure (AA), 10 mg/ml Kollagen sowie 50 µM 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 dazugehörigen Grafiken zur übersichtlicheren Darstellung auch als gestrichelte 

Linie integriert wurde.  

In den unten aufgeführten 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 fällt 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 %). Auffällig 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 hätten. Hier stellt sich einerseits die Frage nach 

der Patienten-Adhärenz und der korrekten Einnahme von ASS nach Therapievereinbarung 

und andererseits die Frage, ob vielleicht für diese Patienten sogar eine höhere ASS-Gabe 

notwendig gewesen wäre (vgl. Kapitel 2.1.7 Therapie).  

Vergleicht man die beiden Kontrollgruppen in Grafik B miteinander, so ergibt sich eine 

statistische Auffälligkeit (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 auffällig verminderte Aggregationswerte im Vergleich zu den 

„Kontrollen ohne ASS“. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





ERGEBNISSE 

63 
 

hingegen bei 35 % und damit viel höher als der Medianwert der JAK2V617F-positiven 

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

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

In Grafik B sind die Ergebnisse nach Zugabe einer hohen Kollagenkonzentration von 10 µg/ml 

dargestellt. Nur die Kontrollgruppen überstiegen den bei dieser höheren 

Agonistenkonzentration erwarteten Cut-Off-Wert von 60 %, wobei die „Kontrollen ohne ASS“ 

den höchsten 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 höhere 

Aggregationsmedianwerte zeigten. In der statistischen Auswertung zeigten die 

„JAK2V617F-positiven Patienten mit HU“ eine statistisch auffällig 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 auffällig 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 µg/ml Kollagen ein 

statistisch nennenswerter Unterschied auf (p = 0,031, Unpaired t-test) zwischen den 

geringeren Aggregationswerten der „Kontrollen mit ASS“ und den höheren 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 für keine der Analysen mithilfe des T-Tests statistisch auffällig (p ≥ 0,05). 

 

4.2.1.2 Messung der Agonisten-induzierten thrombozytären ATP-Freisetzung 

mittels Lumi-Aggregometrie 

Im Allgemeinen kann davon ausgegangen werden, dass bei einer ausreichenden Aggregation 

von über 60 % auch die ADP- und ATP-Sekretion aus den δ-Granula der Thrombozyten 

adäquat funktioniert und somit auswertbar ist. Um eine maximale Aggregation zu erzielen und 

die aus den δ-Granula sezernierte ADP-Menge dann berechnen zu können, hatte man die 

Versuchsreihe mit Kollagen 10 µg/ml plus Kreatinphosphat plus Kreatinphosphokinase (Coll10 

+ CP + CPK) erstellt. Bei ausreichender Aggregation hätten somit über die sezernierte 

ADP-Menge und die Erstellung der ADP/ATP-Ratio Rückschlüsse auf eine 

sekretionsabhängige Störung oder einen Defekt der δ-Granula gezogen werden können (siehe 

Kapitel 3.10.3). Zu diesem Thema erfolgten genauere Untersuchungen in den Dissertationen 

von Dr. med.   und Dr. med.    (ehemalige 

Medizindoktorandinnen der AG Jurk im CTH, Universitätsmedizin 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 µg/ml (Mittelwert: 43 %). Möglicherweise haben sich die 

Substanzen gegenseitig beeinflusst und in der Lumi-Aggregometrie behindert, sodass keine 

adäquaten und auswertbaren Ergebnisse entstanden sind. Die quantitative Ermittlung der 

ADP-Freisetzung aus den δ-Granula konnte letztendlich nicht durchgeführt werden. 

Diesbezüglich wurde entschieden, ausschließlich Grafiken zu den Ergebnissen der 

ATP-Freisetzung nach Zugabe der höchsten Agonistenkonzentrationen – 10 µg/ml Kollagen 

sowie 50 µM TRAP-6 - zu erstellen; selbst wenn längst nicht alle Patientengruppen mit ihren 

Aggregationsmedianwerten über dem Cut-Off-Wert von ≥ 60 % lagen.  
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4.2.1.3 Messung der plasmatischen und thrombozytären Thrombingenerierung 

in vitro mittels CAT  

Die plasmatische Thrombingenerierung konnte mithilfe der Verwendung von Plättchen-freiem 

Plasma (PFP) reproduziert werden, wohingegen für die Messung der thrombozytären 

Thrombingenerierung konsequenterweise Thrombozyten vorhanden sein müssen und wir 

daher Plättchen-reiches-Plasma (PRP) für 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 können. 

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 für die physiologische Gerinnungsreaktion) eingegangen und darauffolgend 

auf die dazugehörige gleiche Messung im PRP (zelluläre/thrombozytäre 

Thrombingenerierung), die allerdings ergänzend noch mit den weiteren Triggersubstanzen 

Thrombin und Convulxin sowie einmal ohne jegliche Triggersubstanzen (basal) durchgeführt 

wurde.  

Falls sich statistische Auffälligkeiten (p < 0,05) bei den Gruppenvergleichen – der 

„JAK2V617F-positiven Patienten +/-HU“ mit den „Kontrollen mit/ohne ASS“ sowie den 

Kontrollen untereinander – darstellen ließen, sind die dazugehörigen p-Werte im Fließtext 

erwähnt. 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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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 fällt auf, dass durch die Gabe des 

Gewebefaktors (TF) die „Lag time“ in allen Gruppen verkürzt wurde. Hierzu wurden aber keine 

statistischen Tests durchgeführt.  

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 

„Kontrollen mit/ohne ASS“ sowie den Kontrollen untereinander keine relevanten Unterschiede 

in der „Lag time“ (p ≥ 0,05, Unpaired t-test). Allerdings zeigte der einzige „CALR-positive 

Patient mit HU“ die längste „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 auffällig 

verlängerte „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, für alle Patienten- sowie Kontrollgruppen. Die vorher angenommene 

Hypothese, dass hier zwei Trigger zu einer viel höheren Reaktionsfähigkeit der Thrombozyten 

führen würde, hat sich in dieser Versuchskonstellation mit einer deutlich kürzeren „Lag time“, 

und damit einer frühzeitiger einsetzenden Thrombingenerierung, in allen dargestellten 

Gruppen im Gegensatz zu den Ergebnissen in Grafik A-D, bestätigt. Jedoch zeigten alle 

Gruppen in Grafik E einen recht ähnlichen Medianwert. Ausschließlich die Thrombozyten der 

„JAK2V617F-positiven Patientengruppe ohne HU“ reagierten langsamer, mit einer statistisch 

nennenswert verlängerten „Lag time“ im Vergleich zu den „Kontrollen ohne ASS“ (p = 0,0214, 

Unpaired t-test). 
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„Kontrollen mit ASS“ (p = 0,0052, Unpaired t-test) sowie der „Kontrollen ohne ASS“ 

(p = 0,0132, 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 erhöhte „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 geringfügig längere Zeit bis zum Erreichen des 

„Thrombin peaks“ benötigt 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 verlängerten „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, für 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 benötigt, um den „Thrombin peak“ zu 

erreichen. Es ergab sich ein statistisch relevanter Unterschied in der längeren „Time to peak“ 

der „JAK2V617F-positiven Patientengruppe ohne HU“ und der kürzeren „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 verlängerte „Time to peak“-Werte, was für eine langsamere Reaktionsfähigkeit der 

Thrombozyten sprechen würde. 
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Die größte 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 

höchsten „Thrombin peak“ mit 170,1 nM erreichte allerdings ein Patient (P1) in der 

„JAK2V617F-positiven Patientengruppe +HU“. Die Patientengruppen zeigten auch tendenziell 

eher höhere Werte des „Thrombin peaks“ als die beiden „Kontrollen mit ASS“ (Median: 

96,58 nM) und „Kontrollen ohne ASS“ (Median: 102,9 nM). Den höchsten 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 für 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 

Auffälligkeiten 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 für den „Thrombin peak“ aller dargestellten Gruppen nach Zugabe 

von 50 ng/ml Convulxin dargestellt. Es fällt auf, dass alle Gruppen im Vergleich zu ihren 

Ergebnissen in den anderen Grafiken A-C und E den höchsten „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 höchsten 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 höhere Thrombinkonzentration im Verlauf des 

Versuchszeitraums generierten.  Der einzige statistische Unterschied ergab sich zwischen 

dem höheren „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-Sensitivität der Convulxin-induzierten Thrombinamplifizierung auf der 

Thrombozytenoberfläche hin.  

Grafik E zeigt den „Thrombin peak“ in PRP nach Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml 

Convulxin, für alle Patienten- sowie Kontrollprobandengruppen. Trotz simultaner Gabe zweier 

Gerinnungstrigger fielen die Ergebnisse des generierten „Thrombin peaks“ für 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 auffällig erhöhten „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 auffällig 

erhöhten „Thrombin peak“ im Vergleich zu den „Kontrollen mit ASS“ (p = 0,034, Unpaired 

t-test). 
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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 höchstes 

ETP verglichen mit ihren Werten in den anderen Grafiken A und C–E. In Grafik B ergaben sich 

nun statistische Auffälligkeiten zwischen dem weitaus höheren ETP der 

„JAK2V617F-positiven Patienten +HU“ (Median: 2010 nMxmin) im Vergleich zu den 

„Kontrollen 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 auffällig vermindertes ETP der 

„JAK2V617F-positiven Patientengruppe –HU“ (Median: 1020 nMxmin) im Vergleich zu den 

„Kontrollen 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 auffällig 

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 fällt auf, 

dass der „CALR-positive Patient +HU“ ein im Median von 1828 nMxmin tendenziell höheres 

ETP im Vergleich zu der „JAK2V617F-positiven Patientengruppe +HU“ reproduzierte. Auch 

die „CALR-positive Patientengruppe –HU“ (Median: 1457 nMxmin) erreichte ein tendenziell 

höheres 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 für alle dargestellten Gruppen. Das ETP der „JAK2V617F-positiven 

Patientengruppe +HU“ war im Median von 1733 nMxmin statistisch nennenswert erhöht im 

Vergleich zu den „Kontrollen mit ASS“ (Median: 1473 nMxmin; p = 0,0092, Unpaired t-test). 

Alle Patientengruppen unter HU-Therapie erlangten tendenziell ähnliche 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 Grafikhälfte) wie auch in einem Kontrollplasma 

(KP) (grau hinterlegt, rechte Grafikhälfte) 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 auffällig 

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 

auffällig verlängerte „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“ benötigte insgesamt die längste 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 verlängerte 

„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 kürzere „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 

verlängerten „Lag time“ der „Kontrollen mit ASS“ (Median: 11,34 min) und den kürzeren 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 längste Zeit bis zum Start der Thrombingenerierung im KP (14,83 min), 

aber auch im EP (15 min), benötigt. 

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 Auffälligkeiten. 

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 verlängerten Zeit, die die „JAK2V617F -HU“ Gruppe im KP 

(Median: 41 min; p = 0,0430, Unpaired t-test) benötigte. 

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 auffällig verlängerte Zeiten bis zum Erreichen des 

„Thrombin 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 benötigten hingegen eine statistisch auffällig kürzere „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 erwähnt 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 auffällig 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 kürzere „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 durchgeführt 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 höhere „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. Außerdem haben in Grafik C die „Kontrollen mit ASS“ 

auch im KP (Median: 73,6 nM) einen höheren „Thrombin peak“ erreichen können 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 höchsten „Thrombin peak“ erreicht. Da allerdings n = 1, konnten mit dieser Gruppe keine 

statistischen Vergleichstests durchgeführt werden. Bei den anderen Gruppen ergaben sich 

aber in der Auswertung statistische Auffälligkeiten zwischen dem am zweithöchsten erreichten 

„Thrombin peak“ der „Kontrollen ohne ASS“ in EP (Median: 159,2 nM) und den niedrigeren 

„Thrombin 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 

Auffälligkeiten. Es fällt 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). Für solch eine 

Gegenüberstellung wurden jedoch keine statistischen Vergleichstests durchgeführt. 

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 höheres ETP generieren konnten als während 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 höhere 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 erhöhten 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 mononukleärer Zellen in vitro mittels 

CAT 

Für diese Versuchsreihe wurden die mononukleären Zellen (MNC) der ET-Patienten wie auch 

der Kontrollprobandengruppen extrahiert (siehe Kapitel 3.9). Innerhalb der MNC-Fraktion 

stellen die Monozyten den primären 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) verdünnt. Diese Versuchsreihe wurde durchgeführt, um den 

unterschiedlichen Einfluss von MNC auf die TG plasmaabhängig bei den ET-Gruppen zu 

untersuchen und mit der korrespondierenden TG auf Thrombozyten zu vergleichen.  

Es wurden statistische Gruppenvergleichstests durchgeführt 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). Außerdem prüften 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 Auffälligkeiten mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test. Ließen sich 

statistische Auffälligkeiten (p < 0,05) bei den Gruppenvergleichen darstellen, sind die 

dazugehörigen p-Werte im Fließtext erwähnt. Die kompletten statistischen Auswertungen 
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beiden „Kontrollen mit und ohne ASS“ sowie der „JAK2V617F-positiven Patienten –HU“ 

reproduzierten im KP tendenziell ähnliche, aber leicht verlängerte „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 kürzere „Lag time“ erreichen, die auch kürzer als die 

der Kontrollen (Box-Plot-Bereich) war. In den statistischen Auswertungen ergaben sich somit 

auffällige Unterschiede in der verlängerten „Lag time“ der „Kontrollen mit ASS“ im KP 

(Median: 19,33 min) zu ihren kürzeren Zeiten im EP (Median: 17 min; p = 0,0306, 

Mann-Whitney test) sowie zu den kürzeren 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 

auffällig kürzeren „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 

Verzögerungszeiten zwischen den einzelnen Patienten- und Kontrollprobandengruppen waren 

für keine der Analysen statistisch auffällig (p ≥ 0,05). Die „Kontrollen mit ASS“ und die 

„Kontrollen ohne ASS“ haben sogar jeweils ihre im EP erreichten Medianwerte auch im KP 

erreichen können.  

Auffällig war außerdem, dass in allen Grafiken A–C zum einen die MNC der „JAK2V617F +HU“ 

Patienten im EP eine tendenziell kürzere „Lag time“ zeigten als die „JAK2V617F –HU“ 

Patienten. Im KP änderte sich dieses Verhältnis bei TF- und Thrombin-Zugabe. Zum anderen 

zeigten die MNC der „CALR -HU“ Patienten tendenziell eine kürzere „Lag time“ als der 

„CALR +HU“ Patient (P11). Im KP änderte sich dieses Verhältnis 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 längste „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 durchgeführt. 

Grafik B stellt die „Time to peak“ nach Zugabe von 1 pM 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 kürzer 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 kürzer 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). Geringfügig mehr Zeit als im EP benötigten die 

„JAK2V617F-positiven Patienten +HU“ jedoch im KP (Median: 19,84 min). Auch da ergaben 

sich statistisch nennenswerte Unterschiede zu den verlängerten Zeiten der MNC der 

„Kontrollen 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 

geringfügig längere Medianzeiten im Vergleich zu der „JAK2V617F +HU“ Gruppe in KP 

benötigte 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) kürzere Zeiten im Gegensatz zu den 

„Kontrollen ohne ASS“ im EP (Median: 30,92 min). Abschließend kann man feststellen, dass 

die MNC aller Patientengruppen, ob in EP oder KP gemessen, im Median durchweg kürzere 

„Time to peak“-Werte zeigten als die Kontrollprobandengruppen. Dies spräche für 

reaktionsfähigere 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 benötigten hier die MNC der „JAK2V617F +HU“ Gruppe im Median 

die kürzeste 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 kürzesten „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 auffällig verlängerte „Time to peak“ im Gegensatz zu denen der 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe in EP auf. Etwas mehr Zeit, im Vergleich zu den Messungen im 

EP, benötigten die „JAK2V617F +HU“ MNC dann aber im KP mit einem Medianwert von 

21,67 min. Dies war jedoch immer noch statistisch auffällig kürzer 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 höchste 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 höchsten 

Thrombinwert von allen Gruppen, im KP wie auch im EP. Mit einem Median von 64,5 nM zeigte 

sich hier ein statistisch auffällig höherer „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 höchsten Medianwert von 54,26 nM im Vergleich zu allen anderen Gruppen im EP. Hierzu 

ergaben sich wieder statistisch auffällige 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 größten 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 verhältnismäßig höhere Thrombinhöchstwerte erreichen können 

(vergleichend zu Grafik A). Auch hier hat die statistische Auswertung mehrere Auffälligkeiten 

präsentieren können. Die MNC der „JAK2V617F +HU“ Gruppe im KP erreichten den höchsten 

Thrombinmedianwert aller Gruppen, im KP wie auch im EP. Innerhalb der besagten 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe befand sich auch ein absoluter „Ausreißer“-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 auffällig höherer „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 

„Thrombin peak“, der aber trotzdem noch den höchsten Medianwert von 81,77 nM im 

Vergleich zu allen anderen Gruppen im EP darstellte. Hierzu ergaben sich wieder statistisch 

auffällige 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 auffälliger Unterschied zwischen dem erhöhten „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 

höchsten „Thrombin peak“ von allen dargestellten Gruppe. Den zweithöchsten Wert im EP 

erreichten die MNC der „JAK2V617F +HU“ Gruppe. Mit einem Median von 55,8 nM zeigte sich 

hier ein statistisch auffällig höherer „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 größten 

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 geringfügig geringeren „Thrombin peak“, im Vergleich zu den Messungen im EP, 

generierten die MNC der „JAK2V617F +HU“ im KP und reproduzierten den höchsten 

Medianwert von 54 nM im Vergleich zu allen anderen Gruppen im KP. Hierzu ergaben sich 

wieder statistisch auffällige 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).   

Außerdem generierte die „JAK2V617F –HU“ Gruppe im KP einen höheren Wert im Median 

von 34,2 nM als im EP (Median: 32,43 nM). Statistisch gab es einen auffälligen Unterschied 

zwischen diesem erhöhten „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 fällt 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 höhere 

Thrombin-Höchstwerte 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 höhere Werte erreichen konnten als im KP. 

Außerdem haben im EP wie auch im KP immer die „Kontrollen mit ASS“ ein höheres 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 

höchste 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 auffällig höheres 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 höchste ETP mit einem Medianwert von 1175 nMxmin. Die statistische 

Analyse zeigte ein auffällig erhöhtes 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“ 

überholten 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 auffällig erhöhtes 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 

höhere ETP-Medianwerte als die Kontrollprobandengruppen. Eine Ausnahme stellten die 

MNC des „CALR +HU“ Patienten dar, welche im KP ein nur geringfügig kleineres ETP 

(486,5 nMxmin) generierten als die MNC der „Kontrollen mit/ohne ASS“ im EP wie KP. Die 

Kontrollen untereinander wiesen unabhängig von der ASS-Einnahme jeweils im EP und auch 

im KP ein tendenziell vergleichbares ETP auf. 
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Außerdem erreichten fast alle dargestellten Gruppen nach Zugabe von TF (Grafik B) teils 

deutlich höhere 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, Universitätsmedizin Mainz) behandelt und die Rohdaten 

für den intraindividuellen Vergleich der Patienten in dieser Dissertation wurden 

freundlicherweise von ihr zur Verfügung 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, Universitätsmedizin Mainz). 

Dadurch wird eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Patienten und den 

unterschiedlichen Experimenten für etwaige folgende Auswertungsarbeiten erzielt. Um eine 

Referenz für 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 

Veränderung 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-α und bei P13 wurde hingegen die zytoreduktive Therapie 

komplett abgesetzt. 

Für die intraindividuellen Vergleiche wurden keine statistischen Tests durchgeführt. 

 

4.2.2.1 Intraindividueller Vergleich der Thrombozytenfunktion von ET-Patienten 

OHNE klinische und therapeutische Veränderungen 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 

Veränderung zwischen der Untersuchung im EE und dem 1. FU hatten. Für diese 
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dann sogar dezent oberhalb der Kontrollreferenzwerte lag. Insgesamt liegt die 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe mit ihren Werten mehrheitlich auf Höhe bzw. tendenziell höher als 

die der „Kontrollen mit“ und „ohne ASS“ und die „JAK2V617F –HU“ Gruppe eher auf Höhe 

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 therapieunabhängig eine 

Erhöhung des „Thrombin peaks“ im 1. FU heraus, der entweder dann den Kontrollbereich 

erreichte oder weit höher als der Mittelwert der Kontroll-Thrombozyten lag. Das PRP des 

CALR-Patienten (P11) zeigte recht vergleichbare „Thrombin peaks“ im EE und 1. FU. Es fällt 

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 höheren „Thrombin peak“ zeigten, im EE genauso wie im 

1. FU. 

Im Vergleich zur TF-Gabe führte 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 größeren „Thrombin peak“ im Vergleich zum EE 

zeigten, dementsprechend eine Zunahme der Thrombozytenreaktivität 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 höheren „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 überstieg. 

Außerdem 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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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 ähnliche 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 unabhängig vom Agonisten eine durchweg 

sinkende Tendenz der ETP-Werte im 1. FU; ausschließlich während der basalen 

Thrombingenerierung konnten ihre Thrombozyten im 1. FU ein höheres ETP generieren als 

im EE.  

Die Thrombozyten des Patienten P4 erreichten wiederum in allen Versuchen im 1. FU eines 

der höchsten (Abbildung 31, Grafik C) bzw. das höchste ETP (Abbildung 31, Grafik A, B, D, 

E) im Vergleich zu allen anderen angegebenen Werten. 
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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 µM) durchschnittlich 

aggregationsfreudiger reagiert als nach Stimulation mit 10 µg/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 kontrollähnliche 

Aggregationsergebnisse reproduzierten, jedoch im 1. FU eine sturzartige Senkung der max. 

Aggregation auf nur noch die Hälfte zeigten und damit das Niveau erreichten, wie sie sich nach 

Zugabe von 10 µg/ml Kollagen (siehe Abbildung 35) im EE sowie im 1. FU schon verhalten 

haben. Dies entsprach der größten 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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5 DISKUSSION 

5.1 DESKRIPTIVE DATENANALYSE 

Von den zum 1. Follow-up (1. FU) untersuchten 13 Patienten mit essentieller 

Thrombozythämie (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 überproportional häufig vorkam. Marin Oyarzun et al. 

gaben ein Häufigkeitsaufkommen 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). Außerdem wurden 

im 1. FU fünf 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-α (pegINFα) 

(P12), da sich unter der HU-Therapie keratotische Veränderungen und anhaltender Juckreiz 

zeigten. Zudem wechselte P9 von HU auf Anagrelid. Möglicherweise 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 Ergänzung 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 ursächlich für die fibrotische 

Transformation zur Post-ET-MF sein könnte.  Dass HU zwar möglicherweise zu einer 

leukämischen Transformation führe, zeigten beispielsweise schon E. Liozon et al. (140) 1997 

mit ihrer Studie, in der 58 ET-Patienten über einen Zeitraum von 14 Jahren beobachtet wurden 

und 3 Patienten davon unter HU-Therapie eine leukämische 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 Kausalität zwischen HU-Therapie und einer leukämischen Transformation bei Patienten 

mit myeloproliferativen Neoplasien (29). Dass eine Behandlung mit HU jedenfalls keinen 

präventiven Effekt auf die Entwicklung einer Myelofibrose habe, geschweige denn eine 

erhöhte JAK2V617F-Allellast (welche prädiktiv für die Entwicklung einer Post-ET-MF wäre) 

reduzieren könne, 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 

mutationsunabhängig 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 

erhöhten Progressionsrisiko einhergehen würden. 
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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 würde die  Ergebnisse von Coucelo et al. (110) 

bekräftigen, welche eine Assoziation zwischen JAK2V617F-Mutationsstatus und einem 

erhöhten Thromboserisiko zeigten. 

Sieben Patienten wiesen klinisch ein erworbenes vWS auf, welches nur bei P5 auch 

laborchemisch nachgewiesen werden konnte. Beim Großteil 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-α ein Therapieerfolg mit einer mehr als 50-prozentigen Abnahme der 

Thrombozytenkonzentration wider, was die Wirksamkeit der Zweitlinien- bzw. Off-Label-Use 

Therapie bestätigen würde. Generell zeigten die Patienten, die einem Wechsel (P9, P10, P12) 

bzw. Abbruch (P13) der zytoreduktiven Therapie unterzogen wurden, tatsächlich die größten 

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 größten Abfall der Thrombozytenkonzentration 

verzeichnen konnte. Die Patienten P2, P3 und P4, welche im 1. FU weiterhin mit HU therapiert 

wurden, zeigten hingegen kaum Veränderungen, lagen allerdings mit ihren 

Thrombozytenkonzentrationen spätestens im 1. FU im Referenzbereich. P1 und P11 waren 

demgegenüber die einzigen Patienten, die mit einer leichten (P11) bis stärkeren (P1) 

Erhöhung der Thrombozytenkonzentration bei Einnahme von HU vom EE zum 1. FU 

reagierten. 

Zudem sei zu erwähnen, dass die Patientin P10 zwar in ihren Laborwerten im 1. FU keine 

besonderen Auffälligkeiten zeigte (mit Ausnahme des Erfolgs durch den Therapiewechsel 

bezüglich der auf einen kontrollähnlichen Wert verminderte Thrombozytenkonzentration), ihr 

jedoch ein invasives Mammakarzinom diagnostiziert wurde, weshalb die Patientin zusätzlich 

unter einer Hormontherapie (Letrozol/Aromatasehemmer) stand. Das könnten natürlich 

zusätzliche Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion haben, was in der folgenden 

Diskussion der explorativen Datenanalyse berücksichtigt wurde. 

Außerdem zeigten die JAK2V617F-positiven Patienten mehrheitlich höhere (und damit 

physiologische) Hämatokrit- und Hämoglobinwerte 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 Thrombozytäre 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). Außerdem ist sie 

kombinierbar mit einer Echtzeitüberwachung der ATP-Sekretion in einem Lumi-Aggregometer 

durch Zugabe eines Luciferin-Luciferase-Reagenz (116). Weitere Vorteile sind die relative 

Einfachheit und die Möglichkeit, die Reaktionen auf einzelne Agonisten zu prüfen. Als 

nachteilig erscheinen die zeitintensive Durchführung und Operator-abhängige Variabilität im 

Vergleich zu Point-of-Care-Tests (128). Die Interpretation der Aggregationsergebnisse ist 

außerdem aufgrund der Rückkopplungseffekte redundanter Thrombozytenaktivierungswege 

komplex (128). Dies gilt allerdings für alle Tests der Thrombozytenfunktion (128). Zu 

Messabweichungen im Lumi-Aggregometer kann es außerdem durch präanalytische 

Variablen wie der Blutentnahme (Venenpunktion, Kanülengröße, Staubedingungen, 

Röhrchentyp, Antikoagulanz) oder der PRP-Aufbereitung (Zentrifugationsbedingungen, 

Restzahl von Erythrozyten im PRP, Rührgeschwindigkeit etc.) kommen (89). Auch analytische 

(Lipämie, Bilirubin, Hämoglobin (89)) oder patientenbezogene Variablen 

(Medikamenteneinnahme, Nüchternheit) 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-abhängiger Belastung, Vermeidung von 

Temperaturschwankungen (nur Zimmertemperatur) und auf eine schnelle Verarbeitung der 

Blutproben.  

Es ist bekannt, dass Thrombozyten von ET-Erkrankten Funktionsstörungen aufweisen 

können (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 möglicherweise auch eine reduzierte ADP-Aktivität der Thrombozyten auf (146). Mit 

unseren Messungen verfolgten wir das Ziel, herauszufinden, ob die Thrombozyten unserer 

ET-Patienten im Verlauf einen überreaktiven und damit hyperfunktionalen Charakter mit der 

Tendenz zu thrombotischen Erkrankungen oder eher einen hypofunktionalen Charakter mit 

erhöhter Neigung zu Blutungsdiathesen aufweisen.  

Im Folgenden werden zunächst die Messergebnisse der thrombozytären Aggregation sowie 

ATP-Sekretion der ET-Patienten (im Verlauf und teilweise individuell beleuchtet) diskutiert. 
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5.2.1.1 Effekt der Aspirin-Therapie auf die Agonisten-induzierte 

Thrombozytenaggregation bei Patienten mit ET im 1. FU 

Den nicht zu vernachlässigenden inhibierenden Effekt von ASS auf Thrombozyten konnten wir 

gut mithilfe der Lumi-Agregometrie und der Verwendung der Arachidonsäure (Aa) als 

Thrombozytenagonist darstellen. Die Aa wirkt indirekt über die Stimulierung der 

thrombozytären 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 berücksichtigt werden. Leider konnten wir in den anderen 

Versuchen keine zusätzliche Aufteilung der Patienten nach der ASS-Therapie verwirklichen, 

da aufgrund des zu kleinen Patientenkollektivs die statistischen Vergleichstests nicht möglich 

gewesen wären.  

Auf die Gabe von Aa repräsentierten die Thrombozyten im PRP der „Kontrollen mit“ und „ohne 

ASS“ ein erwartetes und statistisch auffällig 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 Phänomen kann eindeutig auf die Wirkung von ASS 

zurückgeführt 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 Arachidonsäure katalysiert. Da die Thrombozyten kernlos sind, können 

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 überraschenderweise 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 würde eine geringere 

Thrombozytenreaktivität/-sensitivität von JAK2V617F-positiven Patienten in vitro auf Aa im 

Gegensatz zu „Kontrollen ohne ASS“ implizieren. Für dieses Ergebnis könnte es mehrere 

Erklärungen geben: 

1.) Da der entscheidende Unterschied von P9 (JAK2V617F –HU [+Anagrelid]) zu den 

„Kontrollen ohne ASS“ seine Anagrelid-Therapie war, könnte das Ergebnis auf eine 

reaktionsmindernde Wirkung von Anagrelid auf Thrombozyten hinweisen. Solch ein 

Phänomen in diesem Ausmaß konnte in keiner bekannten Studie bestätigt werden. Anagrelid 

ist zwar vorerst als thrombozytenaggregationshemmendes Medikament bekannt 

geworden (151, 152), jedoch in sehr viel höherer Dosierung als es zur Thrombozytenreduktion 

bei der Erkrankung ET erforderlich wäre (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 Erklärung wäre das 2006 von Jan J. Michiels (154) et al. 

deklarierte Konzept. Es besagt, dass die Thrombozyten von ET-Patienten in vivo hyperreaktiv 

wären. Dadurch komme es leichter zu einer spontanen Aktivierung der Thrombozyten durch 

erhöhte Scherkräfte, die Thrombozytengranula würden freigesetzt werden, es komme zur 

Aggregation und wieder Disaggregation, sodass die Thrombozyten letztlich als „ausgebrannte“ 

Thrombozyten mit einem sekundären Speicherpooldefekt mit einer geringeren 

Reaktionsfähigkeit in ex vivo Analysen auffallen würden. 

Im Gegensatz zu P9 (JAK2V617F –HU [+Anagrelid], ohne ASS) zeigten die Thrombozyten 

von P4 (JAK2V617F +HU, ohne ASS) mit HU-Einfluss eine viel höhere Reaktivität (max. 

Aggregation 87 %) als die „Kontrollen ohne ASS“. Der Unterschied zwischen den 

Aggregationsergebnissen der Patienten P4 und P9 dürfte erwartungsgemäß nicht so groß 

sein, da beide unter einer zytoreduktiven Therapie standen. Das zytoreduktive Medikament 

HU müsste im Falle von P4 die Thrombozytenzahl und damit theoretisch auch insgesamt die 

Reaktivität, also die Aggregationsergebnisse der ET-Patienten senken. Bisher existieren nur 

ambivalente Ergebnisse bezüglich 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 thrombozytären Aggregatbildung in vitro führe 

und auf Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregate wirke (155). Im Gegensatz dazu konnten  

beispielsweise Falanga et al. 2000 oder Coucelo et al. 2014 keinen Unterschied der 

thrombozytären Aktivierung bei mit HU therapierten Patienten im Vergleich zu Patienten ohne 

HU-Therapie feststellen (110, 156). Möglicherweise gehört P4 aber auch zu den bereits in 

vorangegangenen Studien identifizierten etwa 40% der MPN-Patienten mit einer erhöhten 

TXA2-Generierung in Korrelation mit einem Lipoxygenasemangel, welche eine erhöhte 

Reaktivität auf Aa erklären könnte (110, 157).  

Bei Betrachtung des Aggregationsverhaltens der Patienten mit ASS-Therapie (n=11) nach 

Gabe der Arachidonsäure dürften faktisch alle Patienten und Kontrollprobanden unter 

ASS-Einfluss keinerlei Reaktion zeigen, da durch die ASS-Einnahme der thrombozytäre 

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 Fällen entweder gar kein ASS eingenommen (fragliche 

Compliance) oder ASS zu gering dosiert wurde bzw. eine ASS-Resistenz vorliegen könnte.  

Anetta Undas et al. sprechen in ihrem Review von einer ASS-Resistenz, wenn entweder eine 

unzureichende Hemmung der Thromboxan-Synthese vorliege oder Thromboxan-unabhängige 

Thrombozytenstimulatoren vorhanden seien (147). Bianca Rocca et al. (158) wiesen auch 

darauf hin, dass sich bei dem erhöhten Thrombozytenumsatz in ET-Patienten eine Verkürzung 
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des ASS-Gabe-Intervalls auf 12 Stunden rechtfertigen ließe, um einen größeren Anteil der 

beschleunigt gebildeten Thrombozyten erfassen und hemmen zu können.  

Die Thrombozyten aller anderen Patienten unter ASS-Therapie zeigten erwartungsgemäß 

keine Aggregation auf die Gabe von Aa. Der TXA2-Signalweg entfiel hier demnach mit seinem 

Feedback-Mechanismus in der Verstärkung der Thrombozytenaktivierung (60, 159), sodass 

die Thrombozytenfunktion aller Patienten unter ASS-Therapie in den folgenden Versuchen 

dadurch zusätzlich eingeschränkt und die Ergebnisse durch ASS-Einfluss als zumindest 

abgeschwächt zu interpretieren sind. 

 

5.2.1.2 Gestörte Kollagen-induzierte Thrombozyten-Aggregation bei Patienten 

mit ET im 1. FU 

Die Thrombozyten-Aggregation wurde mit zwei verschiedenen Kollagenkonzentrationen 

getestet, 2 µg/ml und 10 µg/ml. Zusammenfassend wurde eine stark verminderte 

Thrombozyten-Aggregation der ET-Patienten mit 2 µg/ml Kollagen beobachtet. Jedoch haben 

hier die Thrombozyten der „Kontrollen mit ASS“ eine ähnlich niedrige Aggregation gezeigt wie 

die der Patientengruppen, die im Median bei nahe 0 % Aggregation lagen. Die „Kontrollen 

ohne ASS“ erreichten im Median zwar deutlich höhere Werte von 40 %, erreichten dennoch 

nicht den erwarteten Cut-Off-Wert von 60 % (siehe 4.2.1.1). Erst bei der höheren 

Kollagenkonzentration von 10 µg/ml präsentierten ausnahmslos alle Patienten- und 

Kontrollgruppen höhere Aggregationswerte, wobei nur die beiden Kontrollgruppen im 

Median deutlich den Cut-Off-Wert überstiegen 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 auffällig 

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 δ-Granula aktivierter Thrombozyten 

freigesetzt wird, eine wichtige Rolle als Feedback-Agonist bei der Kollagen-induzierten 

Thrombozytenaktivierung spielt.  Eine Erklärung von Dawood et al. hierfür wäre beispielsweise 

der bei ET-Patienten häufig vorkommende „δ-Speicherpool-Mangel“ (delta storage pool 

deficiency, δ-SPD) (128). Dadurch kann der wichtige Feedback-Mechanismus der 

normalerweise sezernierten Granulainhalte, v.a. ADP, für die Aggregationsleistungen 

wegfallen. Auch A. Aliotta et al. beschrieben eine im Zusammenhang mit einem δ-SPD 

beeinträchtigte Aggregation auf niedrig dosiertes Kollagen (160). 

2.) Da der überwiegende Anteil der Patienten unter ASS-Therapie stand und die 

Thrombozyten der „Kontrollen mit ASS“ patientenähnlich 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 abzuschwächen scheint. Beispielsweise wies 

Larry D Brace 2007 darauf hin, dass TXA2 für die in vitro Aggregation und Sekretion zumindest 

als Reaktion auf die Gabe von u.a. niedrig dosiertem Kollagen (1 µg/ml) erforderlich sei (150). 

Die Reaktionen auf hoch dosiertes Kollagen (5 µg/ml) bei mit ASS therapierten Patienten 

blieben laut Larry D Brace unbeeinflusst. Ähnliche Erkenntnisse konnten Ban B. Dawood et 

al. (128) in ihrer 5-jährigen Studie zur Detektion erblicher Thrombozytenfunktionsstörungen 

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 auslösen konnten. Diese Ergebnisse 

sprechen für die positive Feedback-Rolle von TXA2 (128). Außerdem schreiben Brian Estevez 

et al. in ihrem Review, dass Kollagen normalerweise die Freisetzung von TXA2 bzw. ADP 

induziere (159). Kollagen bedingt also die Freisetzung sekundärer Agonisten, die dann die 

Kollagen-induzierte Aktivierung verstärken und vervollständigen. Wenn die TXA2-Bildung 

durch die ASS-Therapie also wegfällt, 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 höhere thrombozytäre Aggregationsfähigkeit nach Gabe von 

10 µM TRAP-6 im Vergleich zu 2 µg/ml Kollagen auf. Demgegenüber reproduzierte die 

Mehrheit der Patienten nach Gabe von 50 µM TRAP-6 auffällig höhere 

Aggregationsmedianwerte, die sogar den Cut-Off-Wert von 60 % erreichten (jedoch nicht die 

Kontrollmedianwerte), als nach Gabe von 10 µg/ml Kollagen. Bei niedrigeren TRAP-6 

Konzentrationen scheint der Einfluss von ADP und TXA2 demnach größer zu sein, als bei 

hohen TRAP-6 Konzentrationen. Prinzipiell scheint der PAR-1 Signalweg, im Gegensatz 

zum Kollagen-Signalweg, aber nicht beeinträchtigt zu sein. Daher scheint vielmehr die 

PAR-1-vermittelte Thrombozytenaktivierung relevant für einen möglichen hyperaktiven 

Thrombozyten-Phänotyp 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 gestörte Aggregation auf hoch dosiertes Kollagen beschrieben. 

Beispielsweise detektierten Sylvia Bellucci et al. bei einem MDS- sowie CLL-Patienten eine 

beeinträchtigte Kollagen-induzierte Thrombozytenaktivität, welche im Zusammenhang mit 

einem Defekt im GPVI-Kollagenrezeptor gekoppelten Signalweg stand (161). Es könnten 

demnach auch bei der ET mögliche Kollagensignalwege defekt sein; primär der 

GP-VI-vermittelte Weg oder aber die Rezeptoren GP-VI bzw. Integrin α2β1 könnten vermindert 
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auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert sein. Dies wurde in einem anderen 

Forschungsprojekt in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Jurk mittels Durchflusszytometrie 

untersucht.  

Ein für den gestörten Kollagensignalweg ursächlichen GPVI-Defekt bei ET-Thrombozyten 

konnte in meiner Arbeit mit meinen Methoden nicht bestätigt werden. Zwar zeigten sich die 

Kollagen-induzierten Aggregations- und ATP-Sekretionsleistungen der meisten ET-Patienten 

als beeinträchtigt, jedoch waren die Thrombingenerierungs-Reaktionen in den 

CAT-Messungen auf den Agonisten Convulxin, welcher ausschließlich den GPVI-Rezeptor 

(161, 162) stimuliert, größtenteils nicht entsprechend auffällig. 

Eine Besonderheit zeigte der Patient P4 (JAK2V617F Mutation, ohne ASS-Therapie), bei 

dessen Thrombozyten die niedrige Kollagenkonzentration sogar unverhältnismäßig hohe 

Aggregationswerte von 78 % provozierte (die Ergebnisse nach Gabe von 10 µg/ml waren 

allerdings fast identisch). Das ist sogar mehr als die „Kontrollen ohne ASS“ im Median 

erreichten (35 %) und könnte für einen reaktiveren Zustand von Thrombozyten bei der ET 

sprechen.  

Die Kontrollthrombozyten zeigten auf die niedrige TRAP-6-Konzentration eine ähnliche 

Reaktion wie auf die niedrige Kollagenkonzentration. Vergleichbar verhielt es sich mit den 

jeweils höheren Konzentrationen. Die Thrombozyten der „Kontrollen mit ASS“ zeigten in 

beiden Fällen im Median wieder eine dezent geringere Aggregationsleistung als die der 

„Kontrollen ohne ASS“. Diese geringere Aggregationsleistung der Kontrollthrombozyten unter 

ASS-Therapie bestätigten schon Lit-Fui Lau et al. (95) in ihrem Paper von 1994. Es besagt, 

dass TRAP-6 als synthetisches Peptid in Abwesenheit von sekundären Mediatoren wie TXA2 

(durch den hemmenden ASS-Einfluss) keine vollständige Aggregation auslösen könne.   

 

5.2.1.3 Gestörte thrombozytäre 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 µg/ml) oder TRAP-6 (50 µM), 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 für eine ASS-Sensitivität des Kollagensignalweges und 

auch des PAR1-Signalweges, der durch TRAP-6 initiiert wird. Selbst die hohe Kollagendosis 

von 10 µg/ml kann die durch ASS beeinflussten Thrombozyten nicht mehr vollständig 

aktivieren und zur adäquaten Granula- bzw. ATP-Freisetzung führen. Dies spricht für eine 

Kopplung bzw. einen Feedback-Mechanismus von TXA2 (dessen Bildung durch ASS 

gehemmt wird) und dem thrombozytären Kollagensignalweg, was letztlich die 

Granula-Freisetzung auslöst. 
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Die insgesamt gering ausfallenden Reaktionen der Thrombozyten der „Kontrollen mit ASS“ auf 

TRAP-6 decken sich, wie bereits oben erwähnt, mit den Erkenntnissen von Lit-Fui 

Lau et al. (95). Sie besagen, dass in Abwesenheit von sekundären thrombozytären 

Mediatoren – wie in diesem Fall TXA2 (pharmakologische Reduktion durch die 

ASS-Therapie) – TRAP-6 keine vollständige Aktivierung und Signaltransduktion auslösen 

könne. Demnach fielen in unseren Versuchen die ATP-Freisetzung (hier statistisch signifikant 

auffällig, 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 µg/ml) und TRAP-6-Dosis (50 µM) 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 ähnliche Ergebnisse wie die JAK2V617F-positiven Patienten, wenn nicht 

sogar tendenziell leicht niedrigere Werte.  

Höher konzentriertes TRAP-6 (50 µM) erzeugte jedoch in allen Gruppen eine durchschnittlich 

höhere ATP-Freisetzung als hoch konzentriertes Kollagen (10 µM). Alle Patientengruppen 

zusammengenommen haben durchschnittlich (bei Vernachlässigung der zwei Ausreißer P4 

und P7 in den JAK2V617F-Gruppen nach 10 µg/ml Kollagengabe) nach Gabe von 50 µM 

TRAP-6 eine mehr als doppelt so große Menge an ATP im Median freigesetzt als nach 

10 µg/ml Kollagen. Auch das spricht dafür, dass bei ET-Patienten die PAR-1-vermittelte 

Thrombozytenaktivierung relevanter für den hyperaktiven Thrombozyten-Phänotyp bei der ET 

zu sein scheint und hochkonzentriertes Kollagen sich nicht als Agonist zur Ermittlung 

der thrombozytären 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 kontrollähnliche Aggregationen bei den 

ET-Thrombozyten auslöste), konnten Rückschlüsse auf einen möglichen δ-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 auffällig niedrigere 

ATP-Mengen frei als die Thrombozyten der „Kontrollen ohne ASS“, jedoch nicht als die der 

„Kontrollen mit ASS“, die aufgrund der übereinstimmenden ASS-Medikation die passendere 

Vergleichsgruppe wäre. Hierdurch kann zwar kein direkter Schluss auf einen δ-SPD gezogen 

werden, die Tendenzen weisen jedoch durchaus auf einen möglichen thrombozytären δ-SPD 

oder einen generellen Sekretionsdefekt in beiden Mutationsgruppen hin. Wichtige 

ergänzende Methoden zur Detektion eines quantitativen δ-Granula-Mangels wäre 
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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 δ-Granula) ein durchflusszytometrischer Assay unter Verwendung von 

Mepacrine. Diese beiden Methoden wurden von Frau Dr. med.  in der AG Jurk mit 

dem gleichen Patientenkollektiv durchgeführt. Zur Bewertung eines möglichen quantitativen 

GPVI-Rezeptordefektes untersuchte hingegen parallel Frau Anna Walther die 

Thrombozytenoberflächenexpression des GPVI-Rezeptors unserer gemeinsamen 

ET-Patienten im 1. FU. 

 

5.2.1.4 Auffälligkeiten im thrombozytären Aggregations- und 

ATP-Freisetzungsverhalten von ET-Patienten im Verlauf vom EE zum 

1. FU 

Im einjährigen 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 Veränderung) nach einem Jahr in den Kontrollbereich 

gesenkt werden, jedoch konnten keine deutlichen Veränderungen in der thrombozytären 

Aggregation und ATP-Freisetzung nach einem Jahr im Vergleich zum EE beobachtet 

werden. Die Ergebnisse lagen jeweils im 1. FU agonistenunabhängig weiterhin 

größtenteils unterhalb der Kontrollreferenzen. Dies würde zum einen das Modell 

(Jan J. Michiels et al.(154)) der in vitro „ausgebrannten“ Thrombozyten nach in vivo 

Voraktivierung bei ET-Patienten unterstützen oder zum anderen die Hypothese bestätigen, 

dass viele ET-Patienten einen thrombozytären δ-SPD vorweisen.  

Grundsätzlich zeigten die Thrombozyten der Patienten, die in der Zeit keine klinische oder 

therapeutische Veränderung hatten, in ihrer Fähigkeit zur Aggregation und ATP-Sekretion 

im 1. FU nach Zugabe einer hohen Kollagenkonzentration (10 µg/ml) mehrheitlich sinkende 

Tendenzen, nach Zugabe einer hohen TRAP-6-Konzentration (50 µM) hingegen größtenteils 

steigende Tendenzen. Wobei auch hier manche Patienten zwar eine erhöhte Aggregation 

verzeichnen konnten, dafür aber weniger ATP sezernierten und umgekehrt. In beiden 

Versuchen lagen die Ergebnisse der Patienten im 1. FU trotz einjähriger gleichbleibender 

Therapie weiterhin persistierend mehrheitlich unterhalb der Kontrollreferenzen, wobei es für 

JAK2V617F-positive Patienten keinen statistisch auffälligen 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) kontrollähnliche Ergebnisse in der Aggregation sowie ATP-Freisetzung erzielen 

konnten und damit größtenteils auch höhere Thrombozyten-Reaktivitäten als die meisten 

anderen Patienten zeigte. Die klinischen Parameter des P4 spiegelten im Großen und Ganzen 
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jedoch nicht diese kontrollähnliche, größtenteils sogar erhöhte Thrombozytenaktivität bei der 

primären Hämostase wider. Der Patient zeigte nämlich weder anamnestisch Thrombosen oder 

MZS, noch eine erhöhte Thrombozytenkonzentration im EE oder 1. FU. Stattdessen zeigten 

sich vielmehr Besonderheiten in Parametern, die für eine erhöhte Blutungsneigung sprechen 

müssten, wie ein anamnestisches Blutungsereignis (Divertikelblutung 2006), eine verminderte 

Erythrozytenkonzentration sowie ein zu niedriger Hämatokritwert (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 

würde in geringem Maße durchaus die höhere thrombozytäre Aggregations- und 

ATP-Sekretionsleistung erklären, jedoch nicht, dass diese teils sogar höher als die der 

„Kontrollen ohne ASS“ (Median) war. Zudem lässt 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 JAK2-Allellast unter 

HU-Therapie. Was dieses Phänomen genau für die Reaktivität der Thrombozyten bzgl. 

Aggregations- und ATP-Freisetzungsfähigkeit bei ET-Patienten schlussfolgernd bedeuten 

könnte, wurde nicht beschrieben.  

Eine weitere Ausnahme unter den Patienten stellte P1 dar, der weder nach Kollagen- noch 

nach TRAP-6-Zugabe eine thrombozytäre 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 δ-SPD nahe. Normalerweise hätte jedoch wenigstens eine geringe 

Menge an ATP gemessen werden müssen, da trotz möglichem δ-SPD auch ein zytosolischer 

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

Die vier Patienten, bei denen sich im Ein-Jahres-Follow-up eine klinische bzw. 

therapeutische Veränderung ergab, lagen im 1. FU mit ihren Ergebnissen der 

thrombozytären 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 pegINFα erhielt. Bei ihm stieg die Thrombozytenaggregation im 1. FU nach Zugabe 

von 10 μg/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 für 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 pegINFα hatte. Auch die Thrombozytenkonzentration von P12 fiel zum 

1. FU drastisch. Die Ergebnisse sprechen eindeutig für 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 – wären Veränderungen im 

Hämostase-System vom EE zum 1. FU wahrscheinlich. Karzinome (und eine 

Antihormontherapie wie Letrozol (164)) bergen ein erhöhtes Thromboserisiko. Denn bei gut 

15 % der onkologischen Patienten liegen hämostatische Abnormalitäten und bei fast 100 % 

eine subklinische Gerinnungsaktivierung vor (165-167). Auffällig war bei P10 nach Gabe von 

50 µM TRAP-6 die deutliche Verminderung der Aggregationsfähigkeit im 1. FU von 77 % auf 

37 % sowie die hingegen deutliche Steigerung der ATP-Freisetzung im 1. FU um über 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 Veränderung zum EE. Ein 2. und 3. FU zur Verlaufsbeobachtung wäre für diese 

Patienten sinnvoll. 

Zusammenfassend konnte mittels Lumi-Aggregometrie ein tendenziell überwiegend 

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 häufig mit einer gestörten Gerinnung einher, die sich in 

thrombotischen oder hämorraghischen Komplikationen äußern kann (1). Dafür sind 

verschiedene und noch besser zu erforschende Funktionsstörungen der Thrombozyten 

verantwortlich. Aber auch andere Blutzellen scheinen bei der ET in ihrer Funktion verändert 

zu sein, u.a. die Monozyten, die die Hauptquelle des intravaskulären Gewebefaktors (tissue 

factor, TF) (67, 108) darstellen und damit entscheidend an der Thrombingenerierung als Teil 

der Hämostase beteiligt sind.  

Thrombin steht als Gerinnungsenzym im Mittelpunkt des aktuell gültigen Hämostasemodells 

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 

herkömmlichen Risikofaktoren (z.B. Alter >60 Jahre, JAK2V617F Mutation, 

Thromboseanamnese, Leukozytose, kardiovaskuläre Risikofaktoren) repräsentiere (133). Für 

angeborene oder erworbene Neigungen zu venösen Thrombosen oder Blutungen gilt: Je 

höher die Thrombinbildung, desto größer ist das Thromboserisiko und je geringer die 

Thrombinbildung, desto größer ist das Blutungsrisiko, aber desto kleiner auch das 

Thromboserisiko. Für arterielle Thrombosen sind diese Gesetzmäßigkeiten weniger 

eindeutig (168).  

Da die klinische Bedeutung des thrombozytären 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 gegenübergestellt.   

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 Überblick über die Thrombingenerierungskapazität des 

untersuchten Blutes geben. Für 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 Störungen plasmatischer Gerinnungsfaktoren und könnten zudem den 

Einfluss antikoagulierender Medikamente aufdecken. Die Messungen in PRP sollten die 

nahezu physiologische Thrombozyten-abhängige 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. Zusätzlich wurde die 

Thrombingenerierung extrahierter MNC gemessen, um eine der wichtigsten 

TF-präsentierenden Zellen (sprich die Monozyten) im Geschehen der gesamten Koagulation 

zu untersuchen und deren möglicherweise gestörte 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 Hämostase (57, 

76). Es aktiviert den Faktor V, VIII, XI 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 Affinität in Gegenwart von Ca2+ an den thrombozytären 

GPVI-Kollagenrezeptor, woraufhin es zur Thrombozyten-Aggregation kommt (98). Außerdem 

wurde eine Messung ohne Zugabe von Gerinnungstriggern durchgeführt, um einen Eindruck 

von der basalen Thrombingenerierung in Gegenwart von Ca2+ -Ionen in hoher Konzentration 

erhalten zu können. 

Die Thrombingenerierungskapazität konnten wir mithilfe der CAT anhand von verschiedenen 

Parametern evaluieren:  

„Lag time“:  Die Verzögerungszeit bis zum Beginn der Thrombingenerierung in 

Minuten. Initiierungsphase der Blutgerinnung (172) 

„Time to peak“:  Die Zeit bis zum Erreichen des Thrombinpeaks in Minuten 

„Thrombin peak“:  Die im Verlauf der Messung maximal gemessene 

Thrombinkonzentration in nM 

ETP:  Endogenes Thrombinpotential. Die generierte Thrombinkonzentration 

über den gesamten gemessenen Zeitraum in nM x min 

Hierbei gilt der Parameter „Thrombin peak“ als am sensitivsten und das ETP am stabilsten 

gegenüber Schwankungen der Thrombingenerierung (168). Die „Lag time“ ist im Prinzip mit 

der Blutungszeit gleichzusetzen und entspricht der Verzögerungszeit 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 größte Teil des Thrombins entsteht erst danach und Thrombin hat 

weitaus mehr Funktionen als nur die Fibrinbildung (168). Mithilfe der „Lag time“ können gut 

Rückschlüsse auf eine mögliche 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 können jedoch nur Ableitungen, aber 
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keine spezifischen Aussagen über einen prokoagulanten Zustand der Thrombozyten gezogen 

werden. Als Mitglied unserer Arbeitsgruppe (AG Jurk, CTH Mainz) hat Frau Anna Walther 

hierzu umfassendere Untersuchungen mittels FACS durchgeführt, um den Aktivitätszustand 

der Thrombozyten anhand der auf ihrer Oberfläche 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 

Einflüsse von prokoagulatorischen und antikoagulatorischen Faktoren auf die plasmatische 

Thrombingenerierung in vitro von Patienten und Kontrollen besser beurteilen zu können. Da 

die Messungen im PPP erfahrungsgemäß gut geeignet sind, um Störungen von 

Gerinnungsfaktoren (außer Faktor XIII) und die Wirkung von Antikoagulantien 

aufzudecken (129), erhofften wir uns bei Verwendung von PFP statt PPP eine insgesamt noch 

bessere Bewertbarkeit diesbezüglich.  

Thrombotische Komplikationen in der ET sind teilweise den Funktionsstörungen von 

natürlichen 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 führt. Außerdem trat ein Überschuss an „Tissue Factor 

Pathway Inhibitor” (TFPI) auf, was auf einen möglichen Kompensationsmechanismus der 

(durch TF ausgelösten) prothrombotischen Aktivität in ET-Patienten hinweisen könnte (173). 

Widersprüchlich 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 KONTROLLÄHNLICHE THROMBINGENERIERUNG IM 

PLÄTTCHEN-FREIEN PLASMA DER ET-PATIENTEN IM 1. FU 

Nach Zugabe von PPP-Reagenz (5 pM TF und 4 µM Phospholipiden) wurden die 

Thrombingenerierungswerte in PFP der verschiedenen Patienten- und Kontrollgruppen 

gemessen. Es wurden keine statistisch nennenswerten Unterschiede in den 

Median-Werten für "Lag time" und "Time to peak" zwischen den Patienten- und 

Kontrollgruppen festgestellt. Die JAK2V617F-positiven Patienten hatten ähnliche Werte wie 

die Kontrollgruppen, während die CALR-positiven Patienten tendenziell etwas längere Zeiten 

benötigten als die JAK2V617F-mutierten Gruppen und die Kontrollgruppen mit und ohne ASS 

in PFP.  

Ebenfalls wurden keine statistisch nennenswerten Unterschiede in den Median-Werten 

für „Thrombin Peak“ und ETP zwischen Patienten- und Kontrollgruppen festgestellt.   
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Von den JAK2V617F-positiven Patienten verhielten sich diejenigen ohne eine HU-Therapie 

kontrollähnlich, wohingegen die mit einer HU Therapie tendenziell (nicht statistisch auffällig) 

höhere Werte für beide Parameter zeigten. Man könnte vermuten, dass die HU-Therapie 

die plasmatische Thrombingenerierung bei JAK2V617F-Patienten tendenziell erhöhen 

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 würde. 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 kontrollähnlichen (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 höheres ETP als die „CALR –HU“ Gruppe (wie die „JAK2V617F –HU” Gruppe mit 

kontrollähnlichem 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 könnte daraus 

schließen, dass bei den ET-Patienten keine qualitativen oder quantitativen Mängel an löslichen 

Gerinnungsfaktoren (z.B. Prothrombin und Faktor V) bzw. höhere Konzentration bestimmter 

Inhibitoren (z.B. TFPI) vorliegen und dass die Komplikationen der ET schlussfolgernd vielmehr 

auf den zellulären Teil der TG zurückzuführen sind. 

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von Marina Panova-Noeva et 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 µM)- Zugabe – 

gemessen haben. Die Forschergruppe fanden keinen statistisch signifikanten Unterschied in 

den TG-Parametern „Lag time“ und „Thrombin peak“ zwischen ET-Patienten (unabhängig der 

HU-Therapie oder des JAK2V617F-Mutationsstatus) und gesunden Kontrollen.  

Demgegenüber 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 höhere TG zeige als das der Kontrollen. Dies sei mitunter 

damit assoziiert, dass bei ET-Patienten im PFP erhöhte Level von 

FVIIa/Antithrombin-Komplexen (gilt als indirekter Marker für 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 würden (174), was konsequenterweise auch zu einer beeinträchtigten 

plasmatischen TG der ET-Patienten beitragen könnte.  

 

5.2.2.2 Die thrombozytäre Thrombingenerierung der ET-Patienten in PRP 

5.2.2.2.1 TENDENZIELL VERLÄNGERTE ZEITPARAMETER BEI DER TG VON 

PATIENTENTHROMBOZYTEN IN PRP IM 1. FU 

Bei primärer Ergebnisbetrachtung der Parameter „Lag time“ und „Time to peak“ fielen beim 

Vergleich der „Kontrollen mit ASS“ und „Kontrollen ohne ASS“ ähnliche Tendenzen auf. Die 

Thrombozyten der „Kontrollen mit ASS“ zeigten basal sowie nach Agonistengabe insgesamt 

bei beiden Parametern häufiger längere 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 kürzere „Lag time“ sowie eine kürzere 

„Time to peak“ als die „Kontrollen ohne ASS“, obwohl ihr TXA2-Feedback-Mechanismus 

durch ASS inhibiert sein müsste. Auf dieses Phänomen wird bei der Evaluation der Parameter 

„Thrombin peak“ und ETP noch näher eingegangen. 

Unter basalen Bedingungen zeigten alle Patientengruppen eine tendenziell verlängerte „Lag 

time“ und „Time to peak“ gegenüber den Kontrollen. Hierbei waren diese Parameter bei der 

„JAK2V617F –HU“ Gruppe im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen (mit/ohne ASS) schon 

statistisch auffällig. Patiententhrombozyten, die ohne Triggerzugabe in vitro schnell Thrombin 

generieren, also in einem voraktivierten bzw. prokoagulanten Status vorliegen, kann man hier 

schlussfolgernd nicht erkennen. Man könnte allerdings besonders bei der „JAK2V617F –HU“ 

Gruppe wieder die Theorie der „ausgebrannten“ (in vivo voraktivierten) Thrombozyten von Jan 

J. Michiels et al.(154) als Erklärung für die geringere TG in vitro gegenüber 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 verkürzten, 

zeigten die Patientengruppen immer noch größtenteils tendenziell längere „Lag 

time“- und „Time to peak“-Werte als die Kontrollgruppen. Statistisch auffällig 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 auffällig verlängert gegenüber den „Kontrollen ohne ASS“). Weshalb gerade die 

Thrombozyten der „JAK2V617F –HU“ Patienten (5 von 6 unter ASS-Therapie) nach 

Convulxin-Gabe statistisch auffällig verlängerte Zeitparameter als beide Kontrollgruppen und 

auch tendenziell verlängerte Zeiten gegenüber der „JAK2V617F +HU“ Gruppe zeigten, ist 

unklar. Laut Marina Marchetti et al. müssten hier eher umgekehrt die mit HU behandelten 

JAK2V617F-Patienten therapiebedingt beeinflusste Zeitparameter zeigen (172). Andererseits 
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könnte 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 über den 

GPVI-Kollagenrezeptor (98). Gianmarco Podda et al. (162) beschrieben in ihrem Review, dass 

eine vollständige Reaktion auf Kollagen, die zu einer Thrombozytenaggregation führe, die 

Interaktion beider Kollagenrezeptoren GPIa/IIa (Integrin α2ß1) und GPVI erfordere. 

 

5.2.2.2.2 AUFFÄLLIGKEITEN BEI DEN PARAMETERN „THROMBIN PEAK“ UND 

ETP IN PRP 

Die „Kontrollen mit ASS“ zeigten im PRP entsprechend der verlängerten „Lag time“ und „Time 

to Peak“ auch einen niedrigeren „Thrombin peak“ und ein niedrigeres ETP basal sowie nach 

Agonistengabe (Außnahme: 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 auffällig niedriger. 

Dies weist auf eine ASS-Sensitivität der Convulxin-induzierten Thrombinamplifizierung 

auf der Thrombozytenoberfläche hin. Ähnliche Ergebnisse könnten 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 auffällig 

geringeres ETP bzw. nach kombinierter Thrombin-Convulxin-Gabe einen statistisch auffällig 

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 höhere 

Thrombin-getriggerte thrombozytäre 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 einwöchiger Einnahme zu einer Senkung der 

Thrombingenerierung führen würde (147, 175). Außerdem berichteten Raul Altmann et al. von 

einer verlängerten „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 großen Studie 2018 (Teil der 

Gutenberg-Gesundheitsstudie) keine Assoziation zwischen ASS-Einnahme und der 

thrombozytären TG feststellen (170). Ein gegenteiliger Effekt von ASS – insbesondere eine 

Erhöhung der Thrombozytenaggregation nach Gabe von Thrombin – wurde in keiner nach 

entsprechender Literaturrecherche identifizierten Studien explizit untersucht oder 

nachgewiesen und bedarf daher weiterer wissenschaftlicher Prüfung. Man kann jedoch die 

Hypothese aufstellen – welche bereits in der Dissertation von Frau Dr. med. Alexandra Berkes 

(geb. Walter) (AG Jurk, CTH Mainz) erläutert wurde –, dass ein möglicher Zusammenhang 

zwischen den Ergebnissen von Mareike Döhrmann et al. (86) und den von Anetta Undas (147) 
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in ihrem Review zusammengefassten Fakten existieren könnte. 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 können (147). CD36 

wird auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert und ist ein guter Rezeptor besonders für 

Liganden wie Fibrin und Moleküle mit schadensassoziierten molekularen Mustern 

(DAMPs) (86). Diese Ligandenkomplexe mit CD36 können nun thrombin-getriggert vermehrt 

Gerinnungsfaktoren rekrutieren, die auf der Thrombozytenoberfläche Tenase- und 

Prothrombinasekomplexe bilden, wodurch die Thrombozyten wiederum verstärkt aktiviert 

werden und Thrombin generieren (86). Da CD36 als ein wichtiger Verstärker der speziell 

thrombin-induzierten thrombozytären TG fungiert (86), könnte das vermehrte Aufkommen von 

fehlgefalteten Proteinen oder veränderten Molekülen – z.B. durch ASS-vermittelte 

Acetylierungen – die CD36-Aktivität erhöhen und damit einen prokoagulanten Zustand 

auslösen, der zu einer erhöhten TG führen würde. Somit könnte man bei einer 

ASS-Therapie möglicherweise eine verstärkte CD36-vermittelte Aktivität feststellen und 

folglich auf eine erhöhte thrombin-getriggerte TG, wie wir sie bei unseren „Kontrollen 

mit ASS“ im Vergleich zu den „Kontrollen ohne ASS“ sehen konnten. Außerdem könnte 

die Inaktivierung von Antithrombin durch Acetylierung (179) durch ASS möglicherweise 

auch zu einer erhöhten thrombin-induzierten TG führen (147). 

Ein Gegenargument liefert das Paper von Hua VM et al. (180). In diesem wird beschrieben, 

dass ASS die Thrombozyten für die Blockade von Cyclophilin D sensibilisiert und dadurch den 

Grad der Hemmung der TG erhöht. Würde man dieser Logik folgen, müssten 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 gegenüber den 

Kontrollen wie bei den verlängerten Zeitparametern „Lag time“ und „Time to peak“. 

Beispielsweise waren die ETP-Werte der Patientengruppen nach TF-, Convulxin- und 

kombinierter Convulxin-Thrombin-Zugabe tendenziell eher ähnlich bzw. oberhalb der der 

Kontrollen. Basal und nach Thrombin-Zugabe hingegen lagen die ETP-Werte tendenziell 

größtenteils eher ähnlich bzw. unterhalb der Kontrollen. Isoliert betrachtet zeigte die 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe im PRP deutlich eine größtenteils tendenziell (teils auch 

statistisch auffällig) höhere thrombozytäre TG als die Kontrollgruppen. Statistisch 

auffällig war hier das TF- sowie Convulxin-Thrombin-induzierte größere ETP der 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe gegenüber den „Kontrollen mit ASS“. Hingegen zeigte die 

„JAK2V617F –HU“ Gruppe ein statistisch auffällig geringeres TF- sowie Convulxin-induziertes 

thrombozytäres ETP gegenüber den „Kontrollen ohne ASS“ und ein statistisch geringeres 

Thrombin-induziertes thrombozytäres ETP gegenüber beiden Kontrollgruppen. 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 erhöhten TG-Potenzials von ET-Patienten (v.a. der 

JAK2V617F-mutierten ohne HU) unter basalen Bedingungen oder nach TF-Gabe im 

Vergleich zu den Kontrollen bestätigen. 

 

5.2.2.2.3 AUFFÄLLIGKEITEN IN DER THROMBOZYTÄREN TG VON 

ET-PATIENTEN IM VERLAUF VOM EE ZUM 1. FU 

Grundsätzlich zeigten die Thrombozyten der Patienten, die in der Zeit vom EE zum 1. FU 

keine klinische oder therapeutische Veränderung hatten, nach diesem einen Jahr ein 

mehrheitlich höheres TG-Potenzial („Thrombin peak“ und ETP) im Vergleich zum EE.  

Die „Lag time“ zeigte sich insgesamt bei den Patientenplasmen mutations-, therapie- und 

agonistenunabhängig größtenteils unverändert oder tendenziell kürzer im 1. FU verglichen 

zum EE und lag dabei überwiegend auf Kontrollebene oder immer noch tendenziell darüber 

(verlängert). Allein unter basalen Bedingungen bot sich ein entgegengesetztes Bild mit den 

größten intraindividuellen Unterschieden in der „Lag time“ zwischen EE und 1. FU. Die meisten 

Patientenplasmen zeigten hier eine insgesamt verlängerte Zeit gegenüber 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 überwiegend nur gering zum 1. FU veränderte. Die 

Ausnahme bildete hier das Plasma des Patienten P4 (JAK2V617F +HU), das den größten 

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 therapieunabhängig im 1. FU ein viel höheres 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 großen Veränderungen. Demgegenüber 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 höheres TG-Potenzial; hierbei gehörte 

das generierte ETP im 1. FU zu den höchsten 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) agonistenunabhängig im ETP 

mehrheitlich sinkende Tendenzen im 1. FU (außer 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“ (außer nach 

Thrombingabe) und ETP basal und auch agonistenunabhängig im 1. FU bis teils weit oberhalb 

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

zunehmend wahrscheinlich.  

Zusammengefasst konnte ich bei allen Patientengruppen ohne klinischer oder 

therapeutischer Veränderung besonders nach Agonistengabe größtenteils eine 

Tendenz zur insgesamt erhöhten Thrombozytenfunktion – unabhängig von Mutation, 

Therapie und Thrombozytenkonzentration – vom EE zum 1.FU beobachten, wobei vor 

allem die „JAK2V617F +HU“ Gruppe häufig ein noch höheres TG-Potential zeigte als die 

Kontrollen. 

 

Vier unserer Patienten zeigten im Ein-Jahres-FU eine klinische bzw. therapeutische 

Veränderung. Dabei hatten alle eine Veränderung in ihrer Therapie, wobei P9 (JAK2V617F) 

und P10 (JAK2V617F) von HU auf Anagrelid wechselten, P12 (CALR) von HU auf pegyliertes 

Interferon-α und P13 (CALR) hingegen die zytoreduktive Therapie komplett absetzte. 

P9 (JAK2V617F) und P13 (CALR) entwickelten zusätzlich zum 1. FU noch eine klinische 

Veränderung in Form einer Post-ET-Myelofibrose. Obwohl alle vier Patienten den größten 

Abfall der Thrombozytenkonzentrationen im Vergleich zu den Patienten ohne klinischer 

oder therapeutischer Veränderungen erzielten, spiegelten sich keine vergleichbaren 

eindeutigen Änderungen in den Thrombozytenfunktionen in PRP im CAT wider. Die Patienten 

zeigten nämlich unterschiedliche Tendenzen in der Entwicklung der thrombozytären TG vom 

EE zum 1. FU. Die Thrombozyten von Patient P12 (CALR) zeigten unter basalen Bedingungen 

die größten Unterschiede. Die "Lag time" war im 1. FU deutlich verlängert im Vergleich zum 

EE und zu den Kontrollgruppen. Obwohl die Werte von "Thrombin peak" und ETP im 1. FU 

kongruent dazu gesunken waren, ähnelten sie den Werten der Kontrollgruppen stark. Die 

Agonisten-induzierte TG zeigte bei P12 (CALR) größtenteils keine bedeutenden 

Veränderungen vom EE bis zum 1. FU. Die Therapieänderung 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 Therapieänderung, aber keiner klinischen Veränderung, war 

P10 (JAK2V617F). Das PRP von P10 (JAK2V617F) zeigte hauptsächlich im generierten ETP 

größere Unterschiede vom EE zum 1. FU als das des P12 (CALR). Das ETP von 

P10 (JAK2V617F) war im EE pathologisch erhöht und zeigte im 1. FU eine klar sinkende 

Tendenz, sodass die ETP-Werte zwar nach Convulxin- und kombinierter 

Thrombin-Convulxin-Gabe kontrollähnlich waren, jedoch nach TF- und alleiniger 

Thrombingabe schon unterhalb der Kontrollen lagen. Die thrombozyten-abhängige TG bei 

P10 (JAK2V617F) wurde also durch Anagrelid durchaus erfolgreich gesenkt, 

möglicherweise übermäßig. 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 über 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 kürzer sein könnte als im EE. Die „Lag time“-Werte von P10 (JAK2V617F) 

haben sich jedoch zum 1. FU nicht verändert. Außerdem stellten wir die Vermutung auf, dass 

unsere Patientin P10 (JAK2V617F) mit einem Mammakarzinom im 1. FU eine erhöhte bzw. 

veränderte TG zeigen müsste, weil beispielsweise bereits Romeo-Gabriel Mihaila (133) 

beschrieben hatte, dass Krebspatienten thrombotische Risikofaktoren wie erhöhte Mengen an 

löslichem TF und Mikropartikeln aufweisen würden und Marina Panova-Noeva (182) eine 

Thrombozyten-assoziierte Hyperkoagulabilität bei Personen mit aktiver Krebserkrankung 

mittels TG-Assay nachgewiesen hatten. Vor diesem Hintergrund ließen jedoch nur die 

ETP-Werte im EE auf einen hyperreaktiven bzw. hyperkoagulanten Charakter der 

Thrombozyten von P10 (JAK2V617F) schließen. Denn im 1. FU spiegelte weder die 

plasmatische noch die thrombozytäre TG von P10 (JAK2V617F) einen hyperkoagulanten 

Charakter der Thrombozyten wider. 

Auffällig war, dass die Patienten mit einem erfolgten Krankheitsprozess (P9, P13) 

innerhalb ihrer Mutationsgruppe spätestens im 1. FU die kleineren TG-Potenziale generierten 

(im Vergleich zu den Patienten, die nur eine Therapieänderung hatten) und paradoxerweise 

trotzdem hier eine verbessernde Tendenz hauptsächlich in den Parametern „Thrombin peak“ 

und ETP (agonistenunabhängig) präsentierten. Hierbei konnte nur P13 (CALR) im 1. FU 

teilweise kontrollähnliche ETPs (nach TF-, Cvx- und Thr+Cvx- Gabe) erzielen. 

Möglicherweise lässt sich die verbesserte (sich den Kontrollgruppen annähernde) 

thrombozyten-abhängige TG allein auf die Therapieänderung und hauptsächlich das 

Absetzen der HU-Therapie zurückführen, weil eine Myelofibrose hingegen – laut 

Alvarez-Larran et al. – eine Verschlechterung der Thrombozytenfunktion mit sich 

bringen müsste. Generell zeigte P9 (JAK2V617F) trotz leichter Erhöhung des 

thrombozytären TG-Potenzials im 1. FU nach Agonistengabe das geringste thrombozytäre 

TG-Potenzial (agonistenunabhängig) im Vergleich zu allen anderen ET-Patienten (wie bereits 

oben erwähnt) und auch P13 (CALR) generierte im EE und 1. FU insgesamt ein kleineres 

thrombozytäres 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) könnte man hier also trotz der Verbesserung im 1. FU als mögliche 

Bestätigung ihrer insgesamt verminderten TG-Potenziale heranziehen. Die Forscher 

beschrieben eine geringere Thrombozytenaktivierung bei Myelofibrose-Erkrankten, 

verwendeten allerdings andere Methoden, die zu diesem Ergebnis führten. Zum einen 

verwendeten sie enzymatische Immunosorbent-Assays (R&D Systems, Abingdon, UK), 

mithilfe derer sie die Plasmaspiegel der löslichen Thrombozytenaktivierungsmarker sP-

Selektin und sCD40L maßen. Zum anderen detektierten sie die P-Selektin Expression auf der 

Thrombozytenoberfläche mittels Durchflusszytometrie (FACS). Dass P13 (CALR), obwohl an 

einer Post-ET-MF erkrankt, im 1. FU keine so geringe thrombozytäre 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 führte erstmalig einen Plasmatauschversuch mit gewaschenen bzw. 

isolierten Thrombozyten zunächst in autologem Plasma (Eigenplasma, EP) und dann in 

Kontrollplasma (KP) durch. Das Ziel war, den Einfluss des plasmatischen Anteils auf die 

zelluläre Thrombingenerierung während der sekundären Hämostase bei Patienten mit 

essentieller Thrombozythämie zu evaluieren und damit die Rolle des zellfreien Plasmas 

(platelet-free plasma, PFP) bei möglichen thrombotischen oder hämorraghischen 

Komplikationen der Erkrankung besser beurteilen zu können. Laut Dielis et al. ergäben sich 

wesentliche Einflüsse auf die TG aus veränderten Konzentrationen relevanter Proteine wie 

Gerinnungsfaktoren oder Hemmstoffe im Blutplasma sowie aus qualitativen Veränderungen in 

der Proteinaktivität. Durch die Plasmatauschversuche kann man indirekt Schlüsse auf diese 

möglicherweise veränderten 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 

für darauf aufbauende verbesserte Methoden und Versuche geschaffen. Primär 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 durchgeführt werden. Diese Vergleichstests zwischen 

den Ergebnissen der JAK2V617F-Gruppen jeweils im EP zu KP fielen allesamt 

statistisch unauffällig aus, weshalb im Folgenden lediglich von Tendenzen gesprochen 

wird. Ausschließlich die Thrombozyten der "Kontrollen ohne ASS" zeigten einen 

statistisch auffälligen 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 Phänotyp von Thrombozyten im PRP nicht vergleichbar sind. Außerdem 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 kürzere „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 verkürzte 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 ähnlichen Niveau lagen und somit keinen hinreichenden Unterschied zeigten im 

Plasmavergleich. Zusammengefasst wurde also nach Agonistenzugabe während der 

Initiierungsphase der thrombozytären TG aller Patienten- und Kontrollgruppen im 

Plasmatausch weder statistische Auffälligkeiten noch eindeutige Tendenzen 

aufgedeckt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das autologe Plasma der 

ET-Patienten zumindest während der Initiierungsphase keinen Einfluss auf die 

thrombozytäre TG hat.  

Insgesamt zeigten die „Kontrollen ohne ASS“ plasmaunabhängig größtenteils kürzere Zeiten 

(„Lag time“ und „Time to peak“) als die „Kontrollen mit ASS“. Statistisch auffällig 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 

für eine regelrechte durch ASS irreversibel inhibierte thrombozytäre COX1, wodurch 

schlussfolgernd auch plasmaunabhängig bei den mit ASS therapierten Kontrollprobanden ein 

geringeres Thrombingenerierungpotenzial vorliegt. Wie bereits erwähnt, waren jedoch die 

Ergebnisse der Zeitparameter der jeweiligen Kontrollgruppen im direkten Plasmavergleich (EP 

zu KP) nicht statistisch auffällig. 

Es wurde deutlich, dass die „JAK2V617F +HU“ Gruppe basal und nach Agonistengabe 

größtenteils plasmaunabhängig tendenziell (teils auch statistisch auffällig) kürzere 

Zeitparameter zeigte als die „Kontrollen mit ASS“ und damit immer zwischen den beiden 

Kontrollmedianwerten lag. Die „JAK2V617F –HU“ Gruppe zeigte nach Agonistengabe 

größtenteils dieselben Tendenzen (teils statistisch auffällig) zu den „Kontrollen mit ASS“.  

Die „CALR –HU“ Patiententhrombozyten zeigten auch nach Agonistengabe 

plasmaunabhängig tendenziell kürzere Zeitparameter als die „Kontrollen mit ASS“ und sogar 

ähnliche oder kürzere als die „Kontrollen ohne ASS“. Dahingegen zeigten die Thrombozyten 

des „CALR +HU“ (P11) Patienten größtenteils und plasmaunabhängig längere Zeitparameter 

als die der „Kontrollen mit“ und „ohne ASS“. Hier stellt sich die Frage, weshalb der 

„CALR +HU“ (P11) Patient tendenziell im Vergleich so verlängerte Zeitparameter in der 

thrombozytären TG zeigte. An der Mutation konnte es nicht liegen, da die „CALR –HU“ Gruppe 

häufig sogar tendenziell noch kürzere 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 auffälligen 

Abweichungen (Thrombozytenkonzentration zwischen 400-500 x109/l, Hb < 10g/dl, 

ausschließlich MZS). Auffällig war jedoch, dass er als einziger Patient mit einer dualen 
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zytoreduktiven Therapie (HU + Anagrelid) behandelt wurde. Möglicherweise war diese 

Kombinationstherapie ursächlich für die verlängerte Initiierungsphase. 

 

5.2.2.3.2 „THROMBIN PEAK“ UND ETP 

Die meisten Gruppen generierten in ihrem autologen Plasma basal und 

agonistenunabhängig tendenziell deutlich höhere „Thrombin peak“- sowie ETP-Werte als 

im KP. Die hierzu passende Tendenz zu verkürzten Zeitparametern im EP im Vergleich 

zum KP (vor allem basal) legt nahe, dass das EP insgesamt ein günstigeres Umfeld für 

die Thrombozyten bietet, um eine effektive Thrombingenerierungskapazität 

sicherzustellen. Zum einen könnten die auf der Thrombozyten-Oberfläche schon 

gebundenen Gerinnungsfaktoren im KP eine verminderte Funktionsfähigkeit aufweisen, zum 

anderen binden eventuell die im KP vorhandenen Gerinnungsfaktoren schwächer an den 

allogenen (körperfremden) Thrombozyten. Möglicherweise liegt es auch an individuellen 

„Erkennungsmerkmalen“, die nach dem „Schlüssel-Schloss-Prinzip“ grundsätzlich 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 für die 

Komplikationen bei ET hauptsächlich in Thrombozytendysfunktionen und nicht in 

Dysfunktionen bzw. Veränderungen von Plasmakomponenten liegen. 

Die höhere Reaktivität, die sich schon bei den verkürzten Zeitparametern („Lag time“ und 

„Time to peak“) der „Kontrollen ohne ASS“ gegenüber den „Kontrollen mit ASS“ andeutete, 

bestätigte sich auch teilweise in den erhöhten Parametern „Thrombin peak“ und ETP, wobei 

sich hier eine Plasmaabhängigkeit zeigte. Denn die Thrombozyten der „Kontrollen ohne ASS“ 

zeigten im EP tendenziell (teils statistisch auffällig) höhere Werte (basal, TF-, Thr-Gabe) im 

„Thrombin 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 höher (aber 

nicht statistisch auffällig) 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 größeren Kontrollgruppenkollektiv. 

Vergleicht man versuchsübergreifend 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 nämlich die „Kontrollen ohne ASS“ im EP ausnahmslos (basal, 

TF-, Thr-Gabe) eine höhere Thrombozyten-abhängige TG als die „Kontrollen mit ASS“. Im 

PRP wiederum zeigten die „Kontrollen mit ASS“ nach Thr-Gabe größtenteils eine höhere 
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Thrombozyten-abhängige TG als die „Kontrollen ohne ASS“. Die Gründe hierfür sind ebenfalls 

unklar.  

Die JAK2V617F-mutierten Gruppen lagen im Plasmatauschversuch mit den 

„Thrombin peak“- und ETP- Medianwerten, genauso wie die CALR-mutierten Gruppen 

größtenteils und plasmaunabhängig noch innerhalb der Boxplots der „Kontrollen mit“ und 

„ohne ASS“.  

Unsere Ergebnisse unter basalen Messbedingungen finden hier nur teilweise 

Übereinstimmung mit denen der Arbeitsgruppe Panova Noevas et al. 2011 (181). Sie 

resuspendierten isolierte Thrombozyten von an ET Erkrankten in gepooltem Normalplasma 

(Kontrollplasma, KP) und maßen 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 übereinstimmend ebenso keine statistischen 

Auffälligkeiten. Der generierte „Thrombin peak“ der isolierten ET-Patiententhrombozyten von 

Panova Noeva et al. hingegen war im KP basal signifikant höher 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 auffällig kürzere „Lag time“ (und „Time to peak“) als die „Kontrollen mit ASS“ 

generieren. Die „JAK2V617F +HU“ Gruppe generierte eine längere „Time to peak“ als die 

„Kontrollen ohne ASS“ im KP.) 

Beim Plasmatausch blieben die Tendenzen beim „Thrombin peak“ und ETP der einzelnen 

Patientengruppen untereinander größtenteils 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 höchsten „Thrombin peak“ und ETP-Werte erreichen. Außerdem 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 größten Unterschied zwischen den höheren Werten im EP und den 

niedrigeren im KP. Um das Phänomen besser interpretieren zu können, bedarf es einer 

größeren Patientenzahl von „CALR +HU“ Patienten. 

Schlussfolgernd zeigten unsere Ergebnisse, dass das autologe Blutplasma der 

ET-Patienten deren thrombozyten-abhängige TG nicht pathologisch verändert. Die TG 

zeigte sich zwar tendenziell im EP bei den meisten Gruppen höher als im KP, jedoch lagen 

die Patientengruppen mit ihren Ergebnissen der thrombozytären TG größtenteils 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 hämorraghischen 

Komplikationen der Erkrankung ET zu haben. 

 

5.2.2.4 Plasmatauschversuch mit isolierten MNC 

In der Pathophysiologie der essentiellen Thrombozythämie (ET) (wie auch der anderen 

philadelphia-negativen myeloproliferativen Neoplasien Polycythaemia vera und primäre 

Myelofibrose) sind chronische Entzündungsprozesse wesentlich beteiligt. Diese Prozesse 

stehen in direktem Zusammenhang mit der Entwicklung von vorzeitiger Atherosklerose, der 

Initiierung der klonalen Evolution bzw. deren Katalysierung von frühen Krankheitsstadien bis 

hin zur myelofibrotischen oder leukämischen Transformation, und dem Risiko für 

Zweitmalignome bei Patienten mit myeloproliferativen Neoplasien (MPN) (184). Bei den 

chronischen Entzündungsprozessen spielt die Aktivierung von Leukozyten (einschließlich der 

peripheren Blutmonozyten und neutrophilen Granulozyten), Erythrozyten, Endothelzellen und 

Thrombozyten eine entscheidende Rolle. Ihre Interaktionen untereinander bilden ein stark 

proadhäsives und prothrombotisches Milieu im Blutkreislauf, das Patienten mit MPN für 

venöse, arterielle und mikrovaskuläre Thrombosen und Verschlusskrankheiten 

prädisponiert. (11, 185-187) 

Monozyten stellen den primären Zelltyp in der MNC-Fraktion dar und können Thrombin über 

den Prothrombinasekomplex via TF und FVIIa generieren. Im Rahmen dieser Dissertation 

wurde erstmals die Thrombingenerierung isolierter Monozyten (mononukleäre 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-Oberflächenexpression). Monozyten sind zudem die Zellen mit dem größten 

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 auslöst (107). Deshalb liegt 

die Vermutung sehr nahe, dass Monozyten einen großen Einfluss auf die Hämostase 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. Ihre Ergebnisse deuteten darauf hin, dass aktivierte 

Entzündungszellen den lokalen Blutfluss in obstruktiven Gefäßen stark modulieren können, 

indem sie die Größe eines an der Entzündungsstelle gebildeten Thrombus verändern, was 

letztlich erhebliche hämodynamische und pathogene Folgen haben kann. 

Zudem ist bekannt, dass ET-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen höhere 

Thrombozyten-Neutrophilen- und Thrombozyten-Monozyten-Komplexe aufweisen (16), 

welche wiederum eine erhöhte Thrombingenerierung bedingen können. 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.  an der 

Universitätsmedizin Mainz durchgeführt. 

Es wurde ein Plasmatauschversuch mit Monozyten durchgeführt, um zum einen die Funktion 

der Monozyten von ET-Patienten bezüglich 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 veränderten Thrombingenerierung beiträgt (Plasmatauschversuche 

mit Plasma von gesunden Kontrollprobanden). Man entschied sich zudem für diese 

Versuchsanordnung, um Parallelen zwischen thrombingenerierenden Thrombozyten und 

thrombingenerierenden Monozyten zu identifizieren und möglicherweise eine veränderte 

Thrombingenerierungskapazität 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 durchführen.  

 

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 

unauffällig aus. Beim Vergleich der Kontrollgruppenergebnisse im EP zum KP fielen lediglich 

die „Kontrollen mit ASS“ mit einer statistisch auffällig kürzeren "Lag time" im EP im Vergleich 

zum KP unter basalen Bedingungen auf. Daraus lässt sich schließen, dass das 

umgebende Plasma keine entscheidende Rolle für die Thrombinbildung der MNC bei 

den ET-Patienten zu spielen scheint. Im Folgenden wird trotzdem ausführlicher 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 größten 

Unterschiede in der „Lag time“ aller Patienten- und Kontrollgruppen zwischen den kürzeren 

Messwerten im EP und den tendenziell längeren im KP. Statistisch auffällig war dieser 

Unterschied lediglich bei den „Kontrollen mit ASS“. 

Konträr zur thrombozytären TG zeigten sich bei der monozytären TG der „Kontrollen mit ASS“ 

größtenteils (plasma- und agonistenunabhängig) kürzere Zeitparameter als bei den 

„Kontrollen ohne ASS“. Hier stellt sich die Frage, ob die ASS Therapie einen aktivierenden 

Einfluss auf die Initiierungsphase der monozytären TG hat.  
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Die MNC der JAK2V617F-Gruppen zeigten im Median plasmaunabhängig tendenziell ähnliche 

und kürzere Zeitparameter als die beiden Kontrollgruppen. Hierbei zeigten die MNC der 

„JAK2V617F +HU“ Patienten größtenteils sogar plasmaunabhängig statistisch auffällig 

kürzere „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 plasmaübergreifend variable Ergebnisse in 

den Zeitparametern gegenüber den Kontrollgruppen. Insgesamt konnten sie jedoch im EP 

verhältnismäßig agonistenunabhängig die kürzeren 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 

„Thrombin peak“ und ETP der JAK2V617F-positiven Patientengruppen zwischen EP und KP 

beobachtet. Ausschließlich der „CALR +HU“ Patient (P11) konnte im EP tendenziell deutlich 

höhere „Thrombin peak“- und ETP-Werte erzielen als im KP. Die „CALR –HU“ Gruppe 

erreichte hingegen im KP nach TF-Gabe einen deutlich höheren „Thrombin peak“ und basal, 

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

Die „Kontrollen mit ASS“ zeigten basal plasmaunabhängig tendenziell ähnliche bis sogar leicht 

höhere „Thrombin peak“- sowie ETP-Werte wie die „Kontrollen ohne ASS“. Das unterstützt 

die bereits bei den Zeitparametern beschriebene Hypothese des möglichen 

aktivierenden Einflusses der ASS-Therapie auf die monozytäre TG. Nach Agonistengabe 

zeichnete sich demgegenüber jedoch eine umgekehrte Tendenz ab.  

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

höheres ETP generieren als im KP.  

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

Patientenmonozyten im EP basal und agonistenunabhängig im Median höhere „Thrombin 

peaks“ und ETPs als beide Kontrollgruppen (häufig sogar statistisch auffällig) 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 änderte größtenteils nichts an dem Verhältnis der 

Patienten- zu den Kontrollergebnissen. 

Im EP generierten also die Monozyten der „JAK2V617F +HU“ Gruppe agonistenunabhängig 

statistisch relevant kürzere „Time to peak“ Werte sowie statistisch relevant höhere „Thrombin 

peaks“ und meistens ebenso höhere ETPs als beide Kontrollgruppen und weisen hiermit auf 

eine verkürzte Initiierungsphase bzw. höhere Amplifikationsphase der monozytären TG 

von JAK2V617F-mutierten ET-Patienten unter HU-Therapie hin. Ursachen hierfür könnte 
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selbstverständlich die Mutation an sich sein, welche mit einem erhöhten 

proinflammatorischen und prothrombotischen Phänotyp (188) einhergeht und damit 

auch möglicherweise konsekutiv mit reaktionsfreudigeren, das heißt schneller und 

stärker Thrombin-generierenden Monozyten. 

Gegenüberstellend dazu zeigten die in dieser Dissertation eingeschlossenen ET-Patienten im 

PRP eine thrombozytären TG mit tendenziell verlängerter Initiierungsphase im Vergleich zu 

den Kontrollen. Die Amplifikationsphase bzw. das TG-Potenzial („Thrombin peak“ und ETP) 

war lediglich bei der „JAK2V617F +HU“ Gruppe gegenüber den Kontrollen erhöht. Das würde 

für tendenziell eher träge Thrombin-generierende Thrombozyten bei ET-Patienten 

sprechen, zumindest in vitro. Hier könnte wieder die Theorie von Jan J. Michiels et al. (154) 

greifen, dass die Thrombozyten der ET-Patienten zwar in vivo überreaktiv bzw. voraktiviert 

sind, in vitro jedoch folglich „erschöpfter“ sind und damit eine geringere TG-Kapazität zeigen 

als die der Kontrollen. Monozyten haben im Gegensatz zu Thrombozyten einen Zellkern und 

können wichtige proinflammatorische Substrate nachbilden, sodass sie trotz eines 

möglicherweise überreaktiven Charakters in vivo (aufgrund der chronischen Inflammation bei 

ET-Patienten) auch in vitro eine höhere Aktivität bei ET-Patienten zeigen könnten. 

 

5.2.2.4.2 DIE WICHTIGSTEN AUFFÄLLIGKEITEN DER MONOZYTÄREN TG IM 

AUTOLOGEN PLASMA IM 1. FU 

Bei der Initiierungsphase der monozytären TG war lediglich beim Parameter „Time to peak“ 

statistisch relevant auffällig, dass die die „JAK2V617F +HU“ Gruppe agonistenunabhängig 

kürzere Zeiten als beide Kontrollgruppen zeigte.  

Die CALR-Gruppen zeigten im EP eine tendenziell längere Initiierungsphase der TG als die 

JAK2V617F-mutierten Patienten. Sie benötigten also mehr Zeit, um Thrombin zu generieren. 

Ob hier womöglich auf Störungen der Initiierungsphase der sekundären Hämostase 

geschlossen werden kann, wird erst durch die Durchführung der Experimente mit einer 

höheren Anzahl an CALR-mutierten Patienten sowie statistischen Vergleichstests möglich. 

Bei der Amplifikationsphase („Thrombin peak“ und ETP) generierten die Monozyten der 

meisten ET-Patienten höhere Thrombinmengen als die Kontrollgruppen. Lediglich die 

TF-induzierte monozytäre 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 könnte man ableiten, dass Monozyten von ET-Patienten in 

einem aktivierten bzw. prokoagulanten Zustand vorliegen aufgrund der meist kürzeren 

und damit schnelleren Iniitierungsphase und einem meist höheren TG-Potential auch 

während der basalen Messungen ohne zusätzliche Trigger im Vergleich zu gesunden 

Kontrollprobanden. Bereits mehrere Autoren beschrieben einen aktivierten Zustand von 



DISKUSSION 

178 
 

Monozyten im Blutkreislauf von ET-Patienten (16, 110, 189). Das bestätigt den bei 

ET-Patienten bereits beschriebenen chronischen Inflammationscharakter (11). Unsere 

Ergebnisse stützen 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 

sekundäre Hämostase bzw. den prothrombotischen Phänotyp der Erkrankung fördern. 

Außerdem fiel auf, dass zumindest im EP mutationsunabhängig die Monozyten aller 

Patientengruppen MIT HU-Therapie eine höhere TG zeigten als die Patientengruppen 

ohne HU-Therapie. Statistische Tests haben wir hierzu nicht durchgeführt. Man konnte jedoch 

auch größtenteils bei der thrombozytären TG (PRP) dieses Phänomen 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 monozytäre bzw. thrombozytäre TG steigern könnte. 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 erläutert wurde. Womöglich senkt HU 

die Voraktivierung der Monozyten bzw. Thrombozyten von ET-Patienten in vivo und sorgt 

somit für eine höhere TG-Kapazität in vitro. Da unsere Patienten möglicherweise nicht adäquat 

auf eine HU-Behandlung ansprachen (HU teils widersprüchliche Effekte zeigte), könnten 

hingegen die neuen JAK2-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 AUFFÄLLIGKEITEN DER MONOZYTÄREN TG IM 

VERLAUF VOM EE ZUM 1. FU 

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

welche keine klinischen oder therapeutischen Veränderungen im Verlauf vom EE zum 1. FU 

hatten (P1-P8, P11): 

Die Monozyten der „JAK2V617F +HU“ Gruppe zeigten im Verlauf keine einheitliche Tendenz, 

außer dass sie im 1. FU größtenteils weiterhin ein pathologisch erhöhtes TG-Potential 

(„Thrombin peak“ und ETP) wie im EE generierten. Bei der thrombozytären TG stach 

Patient P4 (JAK2V617F +HU) heraus mit einem deutlich hyperreaktiven Charakter gegenüber 

den anderen Patienten. Dies konnte man hingegen bei der monozytären 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 größtenteils auch schon im EE 

pathologisch erhöhte TG-Potentiale (v.a. ETPs), welche im Verlauf noch weiter anstiegen. 

Lediglich die Ergebnisse des P8 (JAK2V617F –HU) lagen im EE hauptsächlich 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 

schwächere Aktivität als zum Zeitpunkt des EE, welche sich jedoch weiterhin als pathologisch 

hoch erwies. Die Initiierungsphase („Lag time“) war im 1. FU etwas länger 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 

Veränderung im Verlauf eine Tendenz zur weiteren pathologischen Erhöhung der 

monozytären TG erkennen, wobei hauptsächlich die „JAK2V617F –HU“ Gruppe 

nochmals eine deutliche Steigerung des monozytären TG-Potentials aufzeigte. 

 

Nachstehend werden die intraindividuellen Auffälligkeiten der monozytären TG der Patienten 

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

erläutert: 

Vier unserer Patienten hatten im Ein-Jahres-FU eine klinische bzw. therapeutische 

Veränderung. 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-α und P13 (CALR) setzte hingegen die zytoreduktive Therapie komplett ab. 

P9 (JAK2V617F) und P13 (CALR) entwickelten zusätzlich im Verlauf eine 

Post-ET-Myelofibrose.  

Die Verzögerungszeiten („Lag time“, „Time to peak“) der monozytären TG der Patienten mit 

einer klinischen oder therapeutischen Veränderung 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 monozytären 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 annäherten (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 monozytäre TG verbessert werden konnte.  

Die Patienten mit einem Krankheitsprozess (Post-ET-Myelofibrose), P9 (JAK2V617F) und 

P13 (CALR), zeigten im 1. FU beide pathologisch geringe monozytäre TG-Potentiale, wobei 

sich die monozytären TG bei P9 insgesamt im Verlauf gesteigert hat trotz Krankheitsprozess. 

P13 hingegen hatte im EE kontrollähnliche 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 Veränderung wiesen 

größtenteils (spätestens im 1. FU) insgesamt Werte unterhalb des Kontrollbereichs auf. Die 

Ausnahme war der Patient P12, welcher schon im EE pathologisch hohe monozytäre 

TG-Potentiale zeigte, und im 1. FU nach dem Therapiewechsel von HU auf pegyliertes 

Interferon-α (pegINFα) noch viel höhere Werte hatte. Damit zeigte P12 ein ähnliches Verhalten 

wie die Patienten ohne einen Therapiewechsel. Die Wirksamkeit von pegINFα erscheint bei 

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

Zusammenfassend zeigten die Thrombozyten der Patienten im Verlauf vom EE zum 

1. FU größtenteils eher die Tendenz zu einer physiologischeren (also den 

Kontrollgruppen annähernden) thrombozytären TG.  

Auch die Monozyten der JAK2V617F-Patientengruppe mit einer 

klinischen/therapeutischen Veränderung zeigten größtenteils die Tendenz zur 

insgesamt physiologischeren (also den Kontrollgruppen annähernden) monozytären 

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 Erhöhung der monozytären 

TG im Verlauf des 1. FU. Daher besteht hier die Möglichkeit 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 

größtenteils ein tendenziell höheres TG-Potential als die der Kontrollgruppen. Statistisch 

auffällig erhöht war lediglich das TF- sowie CVX-Thr-induzierte ETP gegenüber den 

„Kontrollen mit ASS“. Auch die Monozyten der „JAK2V617F +HU“ Gruppe konnten im EP 

sogar agonistenunabhängig statistisch relevant kürzere „Time to peak“ Werte sowie statistisch 

relevant höhere „Thrombin peaks“ und meistens ebenso höhere ETPs als beide 

Kontrollgruppen generieren. Dies weist auf ein höheres TG-Potential von Thrombozyten 

und auch Monozyten von JAK2V617F-mutierten ET-Patienten unter HU-Therapie (im 

Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen) hin und würde das in Studien bereits 

bestätigte erhöhte Thromboserisiko von ET-Patienten mit einer 

JAK2V617F-Mutation (110) bestätigen. Eine HU-Therapie hingegen wirkt normalerweise 

antithombotisch vor allem über die Reduktion der Leukozytenzahl (110, 191). Eine 

thrombosesteigernde Wirkung von HU wurde bisher nicht beschrieben. 
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6  ZUSAMMENFASSUNG 

Diese Dissertation untersucht klinische und molekulare Aspekte der essentiellen 

Thrombozythämie (ET) mit Schwerpunkt auf den Auswirkungen von Mutationen (JAK2V617F, 

CALR) und zytoreduktiver Therapie auf die thrombozytäre Funktion im Verlauf des ersten 

Jahres nach Ersteinschluss (EE). Analysiert wurden thrombozytäre Aggregation und 

ATP-Freisetzung mittels Lumi-Aggregometrie sowie thrombozytäre Thrombingenerierung 

(TG) und die TG von mononukleären 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-tägigen Acetylsalicylsäure 

(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-α (pegINFα) 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 unabhängig vom Mutationstyp.  

Die Analyse der thrombozytären Aggregation und ATP-Freisetzung im 1. FU zeigte ein 

überwiegend hyporeaktives Muster auf den Agonisten Arachidonsäure sowohl bei den 

ET-Patienten mit als auch ohne ASS-Therapie. Ein Patient (JAK2V617F, +HU, –ASS) zeigte 

eine deutlich höhere Aggregationsfähigkeit auf Arachidonsäure 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 referenzähnliche Aggregation beobachtet, 

was auf eine mögliche ASS-Resistenz bzw. -Insensivität oder „Incompliance“ bzgl. der 

Medikamenteneinnahme hinweist. Bei den meisten ET-Patienten wurde eine gestörte 

Thrombozytenaggregation mit niedriger Kollagen- und TRAP-6- (Thrombinrezeptor PAR-1 

Agonistpeptid) Konzentration vergleichbar mit den „Kontrollen mit ASS“ beobachtet, was auf 

die überwiegende Einnahme von ASS zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu führte eine hohe 

Kollagenkonzentration (10 µg/ml) zu einer Referenzaggregation der Thrombozyten bei 

„Kontrollen mit ASS“, wohingegen der überwiegende 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 erklärbar ist. Hingegen führte eine hohe 

TRAP-6-Konzentration (50 µM) bei der Mehrheit der ET-Patienten zu einer 

referenzvergleichbaren maximalen Aggregation mit einem Median über 60 % wie bei den 

beiden Kontrollgruppen. Die zur Aggregation simultan detektierte thrombozytäre 

ATP-Freisetzung zeigte im Median, induziert durch hohe Kollagen- und 

TRAP-6-Konzentrationen, eine Verminderung im Vergleich zu den Kontrollgruppen, welche für 

die JAK2V617F-positiven Patienten therapieunabhängig im Vergleich zu den „Kontrollen ohne 
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ASS“ sogar statistisch auffällig war. Diese Ergebnisse könnten auf einen 

mutationsunabhängigen δ-Storage-Pool-Defekt (intrinsisch oder sekundär in vitro ausgelöst 

durch eine bereits aktivierungsbedingte Ausschüttung der δ-Granula in vivo) oder auf eine 

δ-Granula-Freisetzungsstörung bei ET-Patienten hinweisen. Weitere spezialisierte Tests wie 

„Whole Mount“ Elektronenmikroskopie und Durchflusszytometrie, die in einer weiteren 

wissenschaftlichen Arbeit im Rahmen dieser Studie durchgeführt wurde, könnten 

Granuladefekte bzgl. Quantität und Qualität 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 Veränderungen in der 

thrombozytären Agonisten-induzierten Aggregation und ATP-Freisetzung, die weiterhin 

größtenteils unterhalb der Kontrollreferenzen lagen.  

Die thrombozytäre Thrombingenerierung im 1. FU ergab für basal (ohne Trigger) und für 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 verlängerte 

Zeitparameter („Lag time“, „Time to peak“) im plättchenreichen Plasma, die beide für die 

„JAK2V617F –HU“-Gruppe unter basalen Bedingungen und nach Convulxingabe statistisch 

auffällig waren. Bei den Parametern „Thrombin peak“ und endogenes Thrombinpotential (ETP) 

wurden für die „JAK2V617F +HU“-Gruppe tendenziell und partiell statistisch auffällig höhere 

Werte im Vergleich zu „Kontrollen mit ASS“ (basal, Tissue-Faktor, Convulxin, 

Convulxin + Thrombin) und für die „JAK2V617F –HU“-Gruppe tendenziell und partiell 

statistisch auffällig 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 thrombozytäre TG bei den 

ET-Patienten zu untersuchen, wurden Plasmatauschversuche an isolierten Thrombozyten mit 

Eigenplasma (EP) und Plasma von Kontrollprobanden (KP) durchgeführt. Es zeigten sich 

keine statistisch auffälligen Unterschiede bei den TG-Parametern für die Patientengruppen 

zwischen EP und KP. Ebenso ergaben sich für die TG im plättchen-freien Plasma (PFP) 

induziert durch Tissue-Faktor (5 pM) keine statistisch nennenswerten Unterschiede bezüglich 

„Lag time“, „Time to peak“, „Thrombin peak“ und ETP zwischen den ET-Patienten und den 

Kontrollgruppen, unabhängig von Mutationstyp oder ASS-Therapie. Nur JAK2V617F-positive 

Patienten unter HU zeigten tendenziell höhere Werte für „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 

unterstützen die Hypothese, dass überwiegend die Thrombozytenfunktion und nicht die 

Plasmafaktoren bei der ET die thrombozytäre TG bestimmt, die bei JAK2V617F–positiven 

Patienten ohne HU-Therapie in vitro sekundär erschöpft und mit HU-Therapie in vitro 

prothrombotisch zu sein scheint. Da die GPVI-vermittelte thrombozytäre TG induziert durch 
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Convulxin bei der Mehrheit der ET-Patienten ähnlich oder sogar höher ausfiel im Vergleich zu 

den Kontrollgruppen, scheint im Gegensatz zur GPVI-vermittelten Aggregation die 

GPVI-vermittelte TG in Gegenwart einer hohen Ca2+-Konzentration nicht intrinsisch 

beeinträchtigt zu sein. Im Jahresverlauf zeigte sich nur bei ET-Patienten ohne klinische oder 

therapeutische Veränderungen größtenteils eine Tendenz zu gesteigerten thrombozytären 

Funktionen, unabhängig von Mutation oder Therapie. Hierbei zeigte vor allem die 

„JAK2V617F +HU“ Gruppe häufig noch höhere TG-Potenziale als die Kontrollgruppen. 

Da chronische Entzündungsprozesse mit aktivierten peripheren Blutmonozyten die 

Pathogenese der ET mitbestimmen, wurde in dieser Dissertation erstmals die 

Gerinnungskapazität in vitro von isolierten Monozyten innerhalb der mononukleären 

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 verkürzte „Lag time“ und 

„Time to peak“ im Vergleich zu den Kontrollgruppen, wobei die „JAK2V617F +HU“-Gruppe 

statistisch auffällige Werte zeigte und tendenziell kürzere 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 erhöhte „Thrombin Peak“- und ETP-Werte im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen, wobei auch hier wieder die „JAK2V617F +HU“-Gruppe statistisch auffällige 

Werte zeigte und tendenziell eine höhere Thrombinbildung aufwies als die 

„JAK2V617F -HU“-Gruppe. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass monozytäre Zellen von 

ET-Patienten, insbesondere mit JAK2V617F-Mutation in vitro eine erhöhte 

Thrombinbildungskapazität mit einem erhöhten prokoagulanten Zustand in vivo aufweisen. Die 

intraindividuelle Analyse der TG monozytärer Zellen (MNC) bei ET-Patienten ohne klinische 

oder therapeutische Veränderungen zeigte im Verlauf vom EE zum 1. FU bei der 

„JAK2V617F –HU“-Gruppe eine weitere Erhöhung der monozytären TG-Potentiale („Thrombin 

peak“, ETP), was auf eine inflammatorische Progression der Erkrankung hindeuten könnte. 

Die „JAK2V617F +HU“-Gruppe wies überwiegend weiterhin pathologisch erhöhte Werte der 

monozytären TG auf. Zwei JAK2V617F-positive Patienten mit Therapieumstellung von HU auf 

Anagrelid zeigten im Verlauf eine Annäherung der monozytären TG-Potentiale an die 

Kontrollwerte. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schließen, dass Tests zur 

Thrombozyten-Aggregation, -ATP-Freisetzung sowie Thrombinbildungskapazität von 

Thrombozyten und monozytären Zellen in der MNC-Fraktion in vitro sinnvoll sind, um den 

pro-thrombotischen Zustand bei den individuell unterschiedlichen Verläufen der ET besser 

beurteilen zu können. Ob diese Tests auch sinnvoll eingesetzt werden können für eine 

Risikostratifizierung und Anpassung des Behandlungskonzepts, müssen zukünftige 

prospektive Studien mit höherer Patientenzahl pro Gruppe und mit längerem Follow-up zeigen.   
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8.2 TABELLEN: P-WERTE 

8.2.1 Agonisten-induzierte thrombozytäre 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 = Acetylsalicylsäure, + 
= Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = 
Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Arachidonsäure 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 µg/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 µg/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 µM) 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 µM) 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) - -

Lumiaggregometrie - Aggregation
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8.2.2 Agonisten-induzierte thrombozytäre 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 = Acetylsalicylsäure, 
+ = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, 
TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, ATP = Adenosintriphosphat 
 

 

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 = Acetylsalicylsäure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine 
Einnahme des Medikaments, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor 
 

 

Kollagen (10 µg/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 µM) 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) - -

Lumiaggregometrie - ATP-Freisetzung

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) - -

PFP mit TF (5 pM)
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8.2.4 Thrombozytäre Thrombingenerierung (mittels CAT) 

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei 
p < 0,05. 
 
Legende: PRP = Plättchen-reiches Plasma, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, 
HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsäure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine 
Einnahme des Medikaments, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, pM = Pikomolar, U = Units, 
ml = Milliliter, ng = Nanogramm 
 
 

 

 

 

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 basal

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) -

PRP mit TF (1 pM)
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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 Thrombin (0,1 U/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) 0,0108 (Unpaired t test)
Kontrollen ohne ASS 0,7333 (Mann-Whitney test) 0,1072 (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 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) -

PRP mit Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml)
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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 = Acetylsalicylsäure, 
+ = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, TF = “tissue factor” = 
Gewebefaktor, pM = Pikomolar, U = Units, ml = Milliliter 
 

 
 
 

 
 

in Eigenplasma in Kontrollplasma
lag time Kontrollen mit ASS Kontrollen ohne ASS

in Eigenplasma Kontrollen ohne ASS 0,4426 (Unpaired t test) 0,2194 (Unpaired t test)
in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS 0,4967 (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) 0,4368 (Unpaired t test)

in Kontrollplasma Kontrollen mit ASS 0,5503 (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 thrombin 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

lag time JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0,2 (Mann-Whitney test)
JAK2V617F  -HU 0.8689 (Unpaired t test)

time to peak JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.1129 (Unpaired t test)
JAK2V617F  -HU 0.6602 (Unpaired t test)

thrombin peak JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.4849 (Unpaired t test)
JAK2V617F  -HU 0.5529 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.5814 (Unpaired t test)
JAK2V617F  -HU 0.8600 (Unpaired t test)

isolierte Thrombozyten, basal
in Kontrollplasma

in Eigenplasma

in Eigenplasma

in Eigenplasma

in Eigenplasma
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8.2.6 Thrombingenerierung mononukleärer Zellen (mittels CAT) 

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede bestehen bei 
p < 0,05. 
 
Legende: MNC = mononukleäre Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, HU = Hydroxyurea, 
ASS = Acetylsalicylsäure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des 
Medikaments, pM = Pikomlar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter 

 

 

 

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 thrombin 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

lag time JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.2719 (Unpaired t test)

JAK2V617F  -HU 0.9530 (Unpaired t test)

time to peak JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.9005 (Unpaired t test)
JAK2V617F  -HU 0.6925 (Unpaired t test)

thrombin peak JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.4216 (Unpaired t test)

JAK2V617F  -HU 0.8869 (Unpaired t test)

endogenous thrombin potential JAK2V617F  +HU JAK2V617F  -HU

JAK2V617F  +HU 0.8626 (Unpaired t test)

JAK2V617F  -HU 0.7646 (Unpaired t test)

in Eigenplasma

in Eigenplasma

MNC, basal
in Kontrollplasma

in Eigenplasma

in Eigenplasma
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