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1 Einleitung

1924 beschrieb Eli Moschcowitz den Fall eines jungen Madchens, das sich ein Jahr zuvor
mit abrupt aufgetretenen petechialen Hauteinblutungen, Andmie und Lahmungen vorstellte.
Innerhalb kurzer Zeit verfiel sie in einen komatdésen Bewusstseinszustand und starb.
E. Moschcowitz veranlasste eine Autopsie der 16-jahrigen, um die bis dahin véllig unbekann-
te Erkrankung zu erforschen. In den histologischen Schnitten zahlreicher Organe zeigte sich
eine Vielzahl mikrovaskularer thrombozytenreicher Thromben, ohne dass die Arteriolen und
Kapillaren der betroffenen Organe eine Entzindung oder einen Schaden an den
Endothelzellen aufwiesen (1). Moschcowitz vermutete, dass ein ,powerful poison with both
agglutinative and hemolytic properties” (2) ursachlich fir diese Erkrankung sei, die nach ihm
benannt wurde und spater die deskriptive Bezeichnung thrombotisch thrombozytopenische
Purpura (TTP) erhielt. Seine Veréffentlichung der Krankheitsgeschichte gilt als die erste
schriftliche Darstellung eines TTP-Falls. Erst mit der Entdeckung des Von Willebrand Faktors
(VWF) 1971 durch Zimmerman et al. (3) und der Von Willebrand Faktor spaltenden Protease
ADAMTS13 (A disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif 13)
durch Tsai (4) und Furlan et al. 1996 (5) konnten die grundlegenden Mechanismen, die zu
dieser schwerwiegenden Mikroangiopathie fihren, entschliisselt werden. So ist mittlerweile
erforscht, dass durch einen ADAMTS13-Autoantikérper oder aber eine Mutation im
ADAMTS13-Gen die Spaltung des VWF ausbleibt. Die Folge davon ist die Agglutination von
Thrombozyten mit den hoch aktiven, hochmolekularen VWF Multimeren. Es kommt zur Aus-
bildung von Mikrothromben, die sich in den Arteriolen und Kapillaren der verschiedensten
Organe ablagern und zu lebensbedrohlichen Zustéanden fihren, welche unbehandelt in bis
zu 90 % der Félle letal enden (6, 7).

Neben der Ursachenforschung dieser tédlich verlaufenden Erkrankung wird seit Jahren nach
passenden Therapieansatzen gesucht. Max Lederer, ein Kollege von Moschcowitz, berichte-
te Ober Patienten mit TTP-ahnlichem Erscheinungsbild, deren Symptomatik sich nach einer
Bluttransfusion besserte (8). In den darauffolgenden Jahrzehnten galt die Bluttransfusion als
Therapie der Wahl bis Bukowski et al. 1977 (9) Uber zwei Patienten berichteten, die auf eine
Plasmapheresetherapie ansprachen. Zu diesem Zeitpunkt wurde vermutet, dass durch die
Plasmapheresetherapie das ursachliche Toxin entfernt wird. 1982 entdeckte Moake die ultra-
langen VWF-Multimere und postulierte, dass diese hyperadhdsiven Multimere das Auftreten
der TTP triggern kénnten (10). Der Durchbruch fir den weitverbreiteten Einsatz der Plasma-
pherese zur Therapie der TTP gelang nach einer Studie von Rock et al. 1991 (11), die
zeigte, dass die Plasmapherese der Plasmainfusionstherapie Uberlegen ist. Das Puzzle der
TTP vervollstdndigte sich in den letzten 20 Jahren rasant, trotzdem blieb das Kernstiick der
Therapie die Plasmapherese. Die Plasmapheresetherapie fiihrt in einer groBen Anzahl der
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Falle zu einer Besserung des Krankheitsschubes, dennoch ist sie mit vielen Risiken und Ne-
benwirkungen verbunden (7).



Kapitel 1: Einleitung 3

1.1 Zielsetzung der Dissertation

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Untersuchung von méglichen Nebenwirkungen
der Plasmapheresetherapie (PEX). Die Effizienz der Therapie bei der TTP konnte in den
letzten Jahrzehnten im klinischen Alltag belegt werden. Dennoch geht die intensive und
invasive Therapie mit vielen Risiken und Nebenwirkungen fir die Patienten einher, die in

dieser Arbeit herausgearbeitet werden sollen.

Anhand eines Patientenfragebogens sollte retrospektiv das Nebenwirkungsprofil fir die
Plasmapheresetherapie erstellt werden. So stellt sich beispielsweise die Frage, ob Patienten
mit Allergien auch zu einer erhéhten Reaktion auf das substituierte Fremdplasma neigen
oder ob Patienten, die viele Plasmapheresen bis zum Remissionseintritt erhielten, mehr oder
schwerere Nebenwirkungen erlitten als andere. Die Untersuchung der Nebenwirkungen der
Plasmapheresetherapie soll eine Einschatzung Uber die koérperliche und psychische
Belastung der Therapie fur die Patienten liefern, um den chronisch oder akut kranken
Patienten eine Verbesserung der Lebensqualitat zu erméglichen.

Anhand des Patientenfragebogens ist zusatzlich ein Risikoprofil fir eine mdgliche
Pradisposition fur die TTP erstellt worden. Anfénglich wurden nur Patienten der Mainzer
Universitatsmedizin in die Studie eingeschlossen. Aufgrund des groBen Interesses wurde die
Patientenbefragung Uber das TTP-Forum im Internet deutschlandweit ausgeweitet und somit
die Patientenkohorte erweitert. Ein wichtiger Punkt der Dissertation sollte die Untersuchung
des Nebenwirkungsspektrums von FFP und dem solvent/detergent (s/d) Plasma Octaplas®
darstellen. Hierzu wurden die Patienten nach dem fir die Therapie verwendeten
Plasmaprodukt befragt. Als weiterer Beurteilungspunkt war die Vertraglichkeit von den
verschiedenen Plasmaaustauschverfahren, Plasmapherese und Plasmaseparation,
angedacht.

In einem experimentellen Teil der Studie werden die Plasmapraparate FFP und Octaplas®

blutgruppenspezifisch auf Menge und Aktivitat der Protease ADAMTS13, sowie auf das
VWEF-Multimer-Muster untersucht. Damit sollte ermittelt werden, ob und inwiefern die Prapa-
rate Unterschiede in der ADAMTS13-Aktivitdt und im Von Willebrand Faktor-Gehalt
aufweisen, um Ruckschlisse auf ihren Nutzen in der Therapie der TTP ziehen zu kénnen.
Die Konzentration des ADAMTS13-Antigens wurde ermittelt, um eine mdégliche Inaktivierung
der Protease, zum Beispiel durch die Verarbeitungsprozesse bei der Plasmaherstellung, auf-
zudecken. Es ist bekannt, dass es blutgruppenspezifische Unterschiede im Gehalt an
spezifischen Gerinnungsfaktoren in den verschiedenen Plasmapréparaten gibt. Dieser Effekt
soll in der vorliegenden Arbeit auch hinsichtlich ADAMTS13 untersucht werden.



Kapitel 2: Literaturdiskussion 4

2 Literaturdiskussion

2.1 Der Von Willebrand Faktor und seine Rolle in der
Hamostase

1926 wurde eine neue Form der hamorrhagischen Diathese von Erich A. von Willebrand be-
schrieben. Seine Patienten litten unter einer erhdhten Blutungsneigung trotz normaler
Blutplattchenzahl. Im Gegensatz zu Hamophilie-Patienten, bei denen Gelenkeinblutungen im

Vordergrund standen, traten bei seinen Patienten vermehrt Schleimhautblutungen auf.

Mitte der 1971 Jahre wurde das dafir verantwortliche Molekll von Zimmerman et al. identifi-
ziert (12): Der Von Willebrand Faktor (VWF), dessen Hauptaufgabe im Gerinnungssystem
die Vernetzung der Thrombozyten und deren Verankerung mit dem Subendothel ist. Somit

férdert er die Plattchenadhé&sion und —aggregation bei Endothelschaden.

Als eine weitere Funktion des VWF wird die Bindung zu Faktor VIII (FVIII) beschrieben. Der
sensible Faktor VIII wird durch die Bindung an die D3-Domane des VWF vor dem
proteolytischen Abbau geschiitzt, wodurch die Halbwertszeit des FVIII verlangert wird. Im
Plasma liegt der VWF in einer kompakten Konformation vor, sodass es nicht zur
proteolytischen Spaltung oder festen Verbindung zum Glykoproteinrezeptor (GP) Iba der

Thrombozyten kommen kann.

Durch quantitative oder qualitative Defekte in der Synthese des VWF entstehen die ver-
schiedenen Formen des Von Willebrand Syndroms (VWS). Ebenso kann es durch einen
Mangel an VWF-spaltender Protease zu einer Uberfunktion des VWF kommen, wodurch ei-
ne UberschieBende Plattchenadhédsion und —aggregation hervorgerufen werden kann. Die
bei diesem Prozess gebildeten Mikrothromben kénnen bei Patienten mit thrombotisch-

thrombozytopenischer Purpura (TTP) beobachtet werden (13, 14).

Die Zellbiologie und die physiologische Rolle des Von Willebrand Faktors wurden von
Peyvandi (15) und Franchini (16) diskutiert.

2.1.1 Biosynthese und Struktur des VWF

Das Gen des VWF, der ausschlieBlich in Endothelzellen und Megakaryozyten gebildet wird,
ist auf Chromosom 12 lokalisiert. Das VWF Monomer wird aus 2813 Aminosauren (AS) syn-
thetisiert. Nach Abspaltung des Signalpeptids entsteht das Pro-VWF-Monomer. Die Pro-
VWF-Monomere werden durch Disulfidbriicken am C-terminalen Ende dimerisiert. Ein Dimer
hat eine MolekulgréBe von ca. 440 kDa.
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Signalpeptid I

Abb. 1: Schematische Darstellung des VWF Monomers. Die D3-Domane bindet an FVIIl, A1 und A2
an Glykoprotein Ib und Heparin und die A3-Doméane an Kollagen. Die Doménen C1 und C2 sind die
Bindungsstellen fir GPlIb/llla und RGDS (Aminosauresequenz in z.B. Fibrinogen, Fibronektin und
Thrombospondin). Der rote Pfeil markiert die Schnittstelle des Propeptids. Der reife VWF besteht so-
mit aus den Doméanen D bis C2 und besitzt 2050 AS.

Im Plasma liegt der VWF in sogenannter Multimerstruktur mit einer GréBe von bis zu 20 Mil-
lionen Dalton vor. Um Multimere zu bilden, wird das Propeptid mit einer Lange von 741 AS
abgespalten (siehe roter Pfeil in Abb. 1) und die Dimere am Amino-terminalen Ende durch
Disulfidbriicken miteinander verknlpft (17).

Der VWF wird in Endothelzellen in den sogenannten Weibel-Palade-Kérperchen in Form von
langen Multimerketten gespeichert, aber auch die a-Granula der Thrombozyten enthalten
VWEF-Multimere. Im Plasma wird VWF durch das VWF spaltende ADAMTS13 abgebaut, so
dass hier nur kurze VWF-Multimerketten vorkommen (18, 19).

2.1.2 Funktion des Von Willebrand Faktors

Wie bereits erwahnt, besteht die Hauptaufgabe des VWF in der Thrombozytenadhasion und
—aggregation sowie im Transport von FVIII.

Uber die A1-Domane des VWF wird die Plattchenagglutination hervorgerufen, da in dieser
Region die GPIlb Bindungsstelle lokalisiert ist. Nach Thrombozytenaktivierung durch ADP
oder Thrombin kann der VWF auch an GPIlIb/llla Rezeptoren binden. Die C1 und C2 Doma-
nen kénnen aber auch an RGDS (siehe oben) binden. Hierbei handelt es sich um eine
spezielle Aminoséduresequenz (Arg-Gly-Asp-Ser), die auch andere adhésive Proteine auf-
weisen kdnnen. Die Bindung zwischen A1 und GPIb ist relativ instabil, da sie schnell gebildet
und geldst werden kann. Die Bindung zwischen C1 und C2 und GPIIb/llla bzw. RGDS bildet
sich hingegen langsam aus und stellt eine sehr stabile Bindung dar. Des Weiteren besitzt der
VWEF die Mdglichkeit, direkt an die subendotheliale Matrix zu binden, was auf die unmittelba-
re Bindung an Kollagen zurtckzufihren ist (20).

Um eine méglichst effektive Thrombozytenagglutination zu gewéhrleisten, ist eine groBe Mo-
lekUlgr6Be von entscheidendem Vorteil, da dadurch viele Bildungsstellen bereitstehen und

es so zu einer optimalen Plattchenvernetzung kommen kann.
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Eine weitere wichtige Aufgabe des VWF ist der Schutz des FVIII vor Proteolyse bzw. Elimi-
nation. Hierfr wird FVIII durch nicht kovalente Bindungen an das N-terminale Ende des
VWF gebunden. Neben der Schutzfunktion fir FVIII konnten in Zellkulturmodellen gezeigt
werden, dass VWF die Sezernierung des FVIII férdern kann (19, 21, 22).

2.2 Die VWF-spaltende Protease (ADAMTS13)

Schon friih waren Forscher der ADAMTS13-Protease auf der Spur, da durch Gelelektro-
phorese der Abbau der VWF Molekile durch Plasmaenzyme nachgewiesen werden konnte.
Doch erst Jahre spater gelang die Isolation des bis dahin allgemein als ,VWF-spaltende Pro-
tease“ bekannten Enzyms. Bereits 1986 beschrieb Moake (23) einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von ultralangen VWF-Multimeren und dem Mangel einer, bis dato
unbekannten, VWF Depolymerase. Plasmauntersuchungen von TTP-Patienten und Gesun-
den brachten Hinweise auf das Vorliegen einer Plasmaprotease, die eine intravaskulare
Plattchenaggregation und Thrombenbildung verhindern kann. 1996 berichteten Tsai (4) und
Furlan et al. (5) Uber eine Metalloprotease, die spezifisch den VWF spaltet. 2001 wurde von
mehreren Arbeitsgruppen die Aminosauresequenz der VWF spaltende-Protease entdeckt.
Die Protease wurde als 13tes Mitglied der ADAMTS-Gruppe identifiziert und tragt den Na-
men ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin typ 1 motif 13)
(13, 14).

Die folgenden Kapitel liefern einen Uberblick Uber die Biosynthese und Funktion des
ADAMTS13 und seine Rolle in der Pathophysiologie der TTP.

2.2.1 Synthese und Struktur von ADAMTS13

Das ADAMTS13-Gen liegt auf dem Chromosom 9934. ADAMTS13 wird hauptséchlich in den
Sternzellen der Leber gebildet. Zuséatzlich bilden auch Endothelzellen, Megakaryozyten und
Thrombozyten die VWF-spaltende Protease. Im Golgi-Apparat wird das Enzym N- und O-
glykolysiert, um eine korrekte Faltung und Sekretion zu gewahrleisten. Die komplexe N-
Glykolisierung, besonders im Bereich der Metalloprotease-Doméane, in und um die Spacer-
und in den CUB-Domanen, verdoppelt die Enzymaktivitdt. Das Fehlen der N-glykolisierten
Stellen vermindert die ADAMTS13-Aktivitat aber im Gegenzug nicht (24, 25).

ADAMTS13 besteht aus 1427 Aminosauren mit einer Masse von 190 kDa. Eine Vielzahl an
ADAMTS13-Subklassen konnten nachgewiesen werden, die entweder durch alternatives
Splicen oder durch den Abbau durch Serinproteasen entstehen (26, 27).
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VWF-Spaltung Bindung mit A2 Doméne des VWF Interaktion mit VWF unter Flussbedingungen

Abb. 2: Molekularstruktur von ADAMTS13. Signalpeptid (S), Propeptid (P), Metalloprotease (M),
Disintegrin-Doméane (Dis), erste Thrombospondin Typ 1 Wiederholungssequenz (1), Cystein-reiche
Region (Cys-R), Spacer-Domane (Spa), zwei CUB-Doménen (C1, C2). Die Metalloprotease bildet das
katalytische Zentrum (rot) des Enzyms. An dieser Stelle wird der VWF gespalten. Die Regionen Dis
bis Spa binden an die A2 Doméane des VWF-Molekdls. Die distalen Thrombospondin 1-Regionen (2-8)

interagieren mit VWF in Anwesenheit von Scherstress (s.u.).

In Abbildung 2 ist der molekulare Aufbau von ADAMTS13 dargestellt. Die Region zwischen
der Disintegrin-Doméane und der Spacer-Region bindet an Stellen der A2-Doméane des VWF.
Insbesondere sind die Disintegrin-, Thrombospondin 1 (TSR)- und Cystein-reichen-Doméanen
an der Erkennung und korrekten Spaltung des Substrates beteiligt (28). Die Sequenz zwi-
schen TSR6 bis C2 bindet mit der D4- bis CK-Doméane des VWF. Diese Bindung findet
besonders unter Einfluss von hohen Scherkréaften statt.

Die Syntheserate wird durch inflammatorische Zytokine beeinflusst. In Humanplasmaproben
finden sich ADAMTS13-Konzentrationen von ungefahr 1 ug/ml. Seine Halbwertszeit betragt
schatzungsweise ein bis zwei Tage unter physiologischen Blutflussbedingungen. Die sehr
stabile Protease wird durch Plasmin, Thrombin und Faktor Xa abgebaut. Aber auch der
Leukozytenelastase wird eine Rolle im Abbau von ADAMTS13 zugeschrieben, besonders in

der Pathogenese der DIC bei Sepsispatienten (24).

2.2.2 Funktion von ADAMTS13

Die Metalloprotease ADAMTS13 spaltet den VWF zwischen Y1605 und M1606 in der A2-
Domaéane zu einem 140 kDa und einem 176 kDa Homodimer. Diese Spaltung kann jedoch
nur in Anwesenheit von hohen Scherkréaften stattfinden. Der VWF reagiert auf die hohen
Scherkrafte zum einen mit einer Férderung der Plattchenaggregation durch Anheftung an
GP Ib-IX und GP llb-llla, zum anderen mit einer Konformationséanderung, die die A2-Doméne
zuganglich fir die Spaltung durch ADAMTS13 macht (5, 14, 29). VWF Multimere werden aus
den Endothelzellen sezerniert und binden nach ihrer Aktivierung Thrombozyten. Aufgrund
erniedrigter ADAMTS13-Werte bilden sich Mikrothromben und eine Thrombozytopenie aus,
da die Gegenregulation gestort ist. Dieser Mechanismus beschreibt den ursachlichen Pa-
thomechanismus in der Entstehung der TTP.

Untersuchungen haben gezeigt, dass die verschiedenen Domanen des ADAMTS13 die In-
teraktion der Tyrosin-Methionin-Schnittstelle des VWF mit dem katalytischen Zentrum der
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ADAMTS13 férdern. So wurde durch Abspaltung verschiedener ADAMTS13-Domaéanen
nachgewiesen, dass die TSR Regionen 5 bis CUB die Affinitat zur D4- bis CK-Doméne des
VWEF erhéhen. Fehlen Teile der TSR oder CUB Doméanen wird die Enzymaktivitat verringert.
Die Metalloprotease allein hat keine proteolytische Aktivitat (27).

IgG-Antikdrper gegen ADAMTS13 kénnen sich primar gegen alle Doméanen des Enzyms
richten und so einen Funktionsverlust des Enzyms verursachen. Besonders haufig finden
sich bei TTP-Patienten Autoantikdrper gegen die CUB-Doméane und die TSR 1-Region. Auch
gegen groBere Fragmente, die zum Beispiel auch die Metalloprotease mit umfassen, sowie

die TSR 2 bis 8-Region und gegen das Propeptid wurden Antikérper gefunden (30).

2.3 Die thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP)

DefinitionsgemaB ist die TTP den thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) zuzuordnen.
Charakteristisch fur die TTP ist eine Trias von hdmolytischer Andmie mit Fragmentozyten im
Blutausstrich, Thrombozytopenie und neurologischen Ausfallserscheinungen (31, 32). Durch
die Durchblutungsstérung kénnen, ischamisch bedingt, neurologische Defizite, Kopfschmer-
zen oder Organausfélle auftreten. Als typisch klinische Symptome werden sensomotorische
Ausfalle, Desorientiertheit, Halluzinationen und kardiale Beschwerden beschrieben, da das
Gehirn und das Herz besonders h&ufig von den Folgen der Mikrothromben betroffen sind.
Die Hamolyseparameter Haptoglobin, Laktatdehydrogenase (LDH) und indirektes Bilirubin
liegen im pathologischen Bereich (vgl. hierzu auch Tabelle 2).

Obwohl die TTP bereits 1924 von Eli Moschcowitz beschrieben wurde (2), endete die Er-
krankung noch bis in die 1970er Jahre in bis zu 90 % der Falle toédlich. Erst mit der
Anwendung der Plasmapherese konnte die Mortalitat auf bis zu 20 % gesenkt werden. Die
TTP ist trotz einer Inzidenz von 3 bis 10 pro 1 Million Einwohnern keine seltene Erkrankung,
sondern nur zu selten diagnostiziert und tritt mit einem Verhaltnis von 3:2 haufiger bei weibli-

chen als bei mannlichen Patienten auf (25).

Man unterscheidet zwischen priméarer und sekundarer TTP. Die primare Form kann heredita-
ren oder idiopathischen Ursprungs sein.

Bei der hereditaren Form, dem Upshaw-Schulman-Syndrom, liegt ein angeborener
ADAMTS13-Mangel bedingt durch Genmutation vor. Patienten, die an einem Upshaw-
Schulman-Syndrom leiden, erfahren oft schon sehr frih schwere TTP-Schibe. Meist wird
hier der erste Krankheitsschub durch Infektionen, chirurgische Eingriffe oder Schwanger-
schaft getriggert (33). Patienten mit hereditdrer TTP weisen keine oder nur sehr geringe
ADAMTS13-Aktivitdten im Plasma auf. Der Nachweis eines inhibitorischen Antikdrpers ge-
gen ADAMTS13 ist negativ. Bei diesen Patienten kdnnen schon niedrige
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Plasmaproteasespiegel von 5 bis 10 % das Auftreten einer klinisch manifesten Form verhin-
dern.

Weitaus haufiger findet sich unter den primaren TTP-Formen die idiopathische TTP. Sie wird
durch IgG Antikdrper gegen ADAMTS13 ausgeldst. Die inhibitorischen Antikdrper richten
sich gegen die cysteinreiche Region von ADAMTS13, wodurch eine Spaltung des VWF ver-
hindert wird (6).

Patienten mit sekundaren TTP Formen haben im Gegensatz zu den primaren TTP Formen
nur eine leicht erniedrigte oder normale ADAMTS13-Aktivitat. Die sekundére TTP kann durch
eine Vielzahl anderer Grunderkrankungen oder durch Medikamente ausgel6st werden (7).
Bekannte Triggerfaktoren fir diese Form der TTP sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Erkrankungen, die eine sekundare TTP Medikamente, die eine sekundéare TTP
induzieren kdnnen induzieren kdnnen
Immunologische Erkrankungen Thienopyridine
(Kollagenosen, Vaskulitiden) (Clopidogrel, Chinin)
Schwangerschaft, Wochenbett Mytomycin C, Pentostatin, Gemcitabin

g Calcineurininhibitoren
(Cyclosporin A, Tacrolimus)

Maligne Tumorerkrankungen

Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Tabelle 1: Ubersicht Gber Erkrankungen und Medikamente die eine sekundédre TTP induzieren kén-
nen (7).

2.3.1 Pathophysiologie der TTP

Wie bereits oben beschrieben, entsteht die TTP aufgrund eines ADAMTS13-Mangels. Hier-
durch kann der ins Blut sezernierte VWF Faktor nicht gespalten werden. Es kommt zur
Dimerisierung des VWF und somit zur Ausbildung von ultralangen Multimeren (UL VWF).
Dadurch kommt es zur netzartigen Verlegung der kleinen Arteriolen durch Thrombozyten.
Durch die intravasale Thrombusbildung verstarken sich die Scherkrafte weiter, wodurch
mehr VWF Multimere aktiviert werden und weitere Plattchen aggregieren (24).

Dieser Teufelskreis verschlimmert die Lage des Patienten oft schlagartig, wenn nicht umge-
hend eine Plasmapheresetherapie (PEX) eingeleitet wird (siehe Kapitel 2.3.3). Die
Thrombozytopenie, die als Folge der Thrombenbildung in der Mikrozirkulation auftritt, indu-
ziert petechiale Blutungen und H&matombildung. Durch Endothelverletzungen und
Mikrothrombenbildung in den kleinen GeféaBen werden Erythrozyten beschadigt und es kén-
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nen Fragmentozyten im peripheren Blutausstrich nachgewiesen werden. Die
Endothelschadigung hat eine Produktion von Zytokinen zur Folge, die Fieberschibe bei den
Patienten auslésen kdnnen (7).

Die Thromben befinden sich hauptséchlich in Herz, Gehirn, Niere, Nebenniere, Pankreas,
Milz und Mesenterium.

Die Abbildung 3 zeigt die physiologische Spaltung von VWF-Multimeren durch ADAMTS13
und die Entstehung der Mikrothromben durch einen ADAMTS13-Mangel.

a) Normale Zirkulationsbedingungen :

\/
e O L 7N m \./ N\
) E—]> > N\
O Scherstress 000 A 0

Thrombozyten ADAMTS13

b) ADAMTS13 Mangel:

VWF : ‘

ﬂy@ —)>

oA

Thrombozyten

UL VWF

Multimere

Abb. 3: a) Unter physiologischen Zirkulationsbedingungen wird VWF durch ADAMTS13 gespalten.
Durch den Einfluss von Scherkraften wird die Spaltungsstelle des VWF fir ADAMTS13 zugéanglich.
b) Bei ADAMTS13-Mangel kann der VWF nicht gespalten werden und es kommt zur Bildung von
UL VWF Multimeren. Durch Scherstress wird der VWF entfaltet und erreicht seine aktive Form, wo-
durch es zu einer Anlagerung von Thrombozyten kommt (14).

2.3.2 Diagnosestellung

Die Diagnose einer primaren oder sekundaren TTP wird heute hauptsachlich klinisch ge-
stellt. Eine primére, idiopathische TTP wird diagnostiziert, wenn die Leitsymptome
hamolytische Anamie, Thrombozytopenie und neurologische Stérungen vorliegen. Des Wei-
teren sollten andere Ursachen, die fir eine sekundare TTP sprechen wdirden,
ausgeschlossen werden. Als Folge der Organschadigung und des Voranschreiten des
Krankheitsverlaufs mussen die renalen Ausfélle und das Auftreten von Fieber als unspezifi-
sche Symptome bewertet werden.

Eine stark verminderte oder fehlende ADAMTS13-Aktivitat gilt als Beweis der primaren TTP.
Die Diagnose der idiopathischen Form wird zuséatzlich durch den Nachweis von Autoantikor-
pern gegen ADAMTS13 gesichert. Eine verminderte ADAMTS13-Aktivitat kann bei Patienten
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mit sekundarer TTP fehlen. In diesen Fallen wird oft von einem TTP-like Syndrom gespro-
chen.

Bei der idiopathischen TTP sollte eine sofortige Therapie aufgrund der klinischen Diagnose
erfolgen, um keine Zeit zu verlieren, da die ADAMTS13-Aktivitdts- und —Antikdrper-
bestimmung nicht als Routinelaborparameter verfigbar sind. Die Diagnose wird dann meist
retrospektiv nach Eintreffen der ADAMTS13-Laborwerte gestellt und gesichert. Wahrend die
klinischen Symptome Hinweise auf die Diagnose geben, beweisen die verminderte oder feh-
lende ADAMTS13-Aktivitat, der Nachweis von inhibitorischen Antikérpern mittels eines
ELISAs und der Nachweis von UL VWF Multimeren mittels einer SDS-Gelelektrophorese das
Vorliegen einer primaren TTP (7, 34).

In Tabelle 2 sind die zu erwartenden Laborparameter einer akuten TTP zusammengestellt,
sowie die klinischen Symptome, die sich aus den entsprechenden Laborparametern ergeben

kénnen.
Haptoglobin | Kopfschmerz
LDH ¢ Vigilanzstérung
Indirektes Bilirubin 1 Fokale neurologische Defizite
Freies Hamoglobin 1 Petechiale Blutungen

Fragmentozyten >15 % im Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhd

Blutausstrich

Kreatinin 1 Abdominelle Schmerzen
Thrombozytopenie Fieber
Anamie

Proteinurie/ Hamaturie

Tabelle 2: Klinische Konstellation bei thrombotisch thrombozytopenischer Purpura (nach (7)).

2.3.3 Therapieansétze

Aufgrund der dramatischen Verschlechterung des Patientenzustandes gilt besonders der
akute Schub der primaren TTP als hamatologischer Notfall (7). Da die Mortalitat der Erkran-
kung unbehandelt bei 90 % liegt, ist schnellstmdglich ein Plasmaaustausch mittels

Plasmapherese einzuleiten.

Die Plasmapherese stellt derzeit den Therapiestandard dar, obwohl es bisher nur wenige
prospektive, kontrollierte Studien zum Therapieerfolg gibt. Dennoch wurde sie in die Leitli-
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nien aufgenommen, da ein positives Outcome beobachtet werden konnte und die Mortalitat
durch Einsatz der Plasmapherese auf 10-20% gesenkt werden konnte (6).

Waéhrend die primare TTP besonders gut auf die Plasmaaustauschtherapie (PEX) anspricht,
ist bei den sekundaren Formen der Therapieerfolg geringer, da hier haufig normale
ADAMTS13-Aktivitdten vorliegen. Somit schwanken die Evidenzgrade fiir die Therapie in
Abhé&ngigkeit von der auslésenden Grunderkrankung (7).

Durch die Zufuhr von Plasmapraparaten verfolgt man das Ziel, ADAMTS13 im Patienten-
plasma wieder aufzusattigen und inhibitorische Antikdrper sowie UL VWF Multimere durch

den Plasmaaustausch zu entfernen.

Steht eine Plasmapheresetherapie nicht unmittelbar zur Verfligung, sollte mit einer Plasma-
infusion begonnen werden, obwohl diese TherapiemaBname in Studien der Plasmapherese
unterlag (11, 34, 35). Der Plasmaaustausch sollte mit taglich mit mindestens 1 bis 1,5 Litern
durchgefiihrt werden. Gleichzeitig sollte ein Monitoring von LDH und Thrombozyten erfolgen,
um Therapieerfolg oder —versagen beobachten zu kénnen. Werden an zwei bis drei aufei-
nanderfolgenden Tagen normalisierte Thrombozytenzahlen (>150 x 10%1) und LDH-Werte
gemessen, kann ein Auslassversuch der Therapie erfolgen. Die LDH spiegelt zum einen die
ischamische Gewebeschadigung wieder, zum anderen ist sie ein Parameter, der die Aktivitat
der Hadmolyse widerspiegelt. Spricht ein Patient nur sehr schlecht auf die Plasmapherese an,
sollte eine Intensivierung der Therapie erwogen werden. Hierzu wird die Plasmapherese
zweimal am Tag durchgefihrt und zusatzlich eine immunsuppressive oder immunmodulie-
rende Therapie angesetzt (34). Zum Einsatz kommen hierbei Kortikosteroide, Vincristin,
Cyclophosphamid und Cyclosporin A. Die Wirkung der immunsuppressiven Therapie konnte
bislang ebenfalls nicht in klinischen Studien bewiesen werden. Fallberichte deuten auf ihre
Wirksamkeit hin, jedoch sollte der Einsatz der Immunsuppressiva aufgrund ihrer oft schwe-

ren Nebenwirkungen sorgfaltig abgewogen werden.

Seit einiger Zeit konnte die Wirksamkeit von Rituximab, einem monoklonalen CD20 Antikor-
per, bei der Therapie von autoimmunbedingten Erkrankungen gezeigt werden. Auch bei
einigen therapierefraktaren TTP-Féllen unter Plasmapherese und immunsuppressiver The-
rapie konnte durch den Einsatz von Rituximab eine Remission erzielt werden. Es wurde
sogar Uber Falle berichtet, in denen ein TTP-Rezidiv durch den Einsatz von Rituximab ver-
hindert werden konnte, ohne das eine Plasmapherese durchgefihrt werden musste. Jedoch
gilt der Einsatz von Rituximab bei der TTP heute noch als ,Off label use“. Momentan werden
deshalb kontrollierte, randomisierte Studien durchgefiihrt, um den Stellenwert von Rituximab
bei der Therapie der priméren TTP zu Uberprufen (36, 37) (siehe hierzu auch Kapitel 5.1.3).
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Der Einsatz von Erythrozytenkonzentraten allein spielt in der TTP-Therapie keine Rolle, je-
doch kénnen schwer andmische Patienten von der Gabe profitieren, da so eine weitere
ischamische Organschadigung eventuell begrenzt werden kann (7).

Die Splenektomie wurde friher vor allem bei Patienten eingesetzt, die unter haufigen Rezidi-
ven, aufgrund einer Autoantikdrper induzierter TTP, litten. Jedoch hat man heute diese
Therapie weitgehend verlassen, da das Risiko eines chirurgischen Eingriffs unter einem aku-
ten TTP-Schub sehr hoch ist. Somit wird die Splenektomie heute nur noch als
Reservetherapie bei therapierefraktarer TTP oder bei Patienten mit haufigen Rezidiven an-
gesehen (35, 38, 39).

2.4 Plasmapréparate

Die Plasmapherese spielt die wichtigste Rolle in der Therapie der TTP, wobei die Patienten
von einem schnellen Einleiten der Therapie profitieren. Im Folgenden wird der Herstellungs-
prozess der Plasmapraparate beschrieben.

2.4.1 Herstellung der Plasmapréparate

Trotz der in den letzten Jahren entwickelten alternativen Proteinquellen, sei es durch rekom-
binante Herstellung bzw. transgene Tiere und Pflanzen, ist der Bedarf an Plasmaprodukten
weiterhin hoch (40). Problematisch bleiben jedoch die Ubertragung von Infektionen und
transfusionsbedingte Zwischenfalle. Zur Risikominimierung wurden verschiedenen Gesetze

erlassen, sowie Richtlinien und zwingende Prufverfahren entwickelt (41):
1) das Gesetz zur Regelung des Transfusionswesens (Transfusionsgesetz),

2) Richtlinien der Bundesarztekammer und des Paul-Ehrlich Instituts (PEI) zur Gewin-
nung von Blutprodukten fiir die Hamotherapie und fir die Herstellung von Plasma far
besondere Zwecke (Hyperimmuntherapie). Ebenso flieBen die Stufenplane und Be-

kanntmachungen des PEI zur Abwehr von Arzneimittelrisiken mit ein.

3) Empfehlungen des Europarates zur Herstellung, Anwendung und Qualitatssicherung

von Blutkomponenten,
4) Voten des Arbeitskreises Blut.

Mithilfe der unter den Punkten eins bis vier aufgefiihrten MaBnahmen soll die Infektionstber-
tragung bei der Transfusion verhindert werden. Dabei spielt vor allem die Auswahl und
Kontrolle des Spenders eine entscheidende Rolle, da sie den eigentlich entscheidendsten
Schutz vor Infektionen, insbesondere schwerwiegenden Virusinfektionen, bietet. Nur Spen-
der, die den Bedingungen der Monographie ,Plasma vom Menschen® zur Fraktionierung des
Europaischen Arzneibuches entsprechen, kommen in Frage.
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Hierflr unterlauft der Spender verschiedene Prifverfahren, beginnend mit einer umfangrei-
chen Anamnese, kérperlichen Untersuchung und einer labordiagnostischer Untersuchung
des Blutes.

Far die Anamnese wird ein Fragebogen herangezogen, der die Kriterien:
¢ Transfusionsmedizinisch relevante Infektionskrankheiten
¢ Infektionskrankheiten in der naheren Umgebung bzw. erhéhtes Ansteckungsrisiko
e Umstande, welche zu einer erhéhten Infektionsgefahr fihren
e Zuverlassigkeit des Spenders

beurteilt (42). Bei der kdrperlichen Untersuchung werden die Angaben, insbesondere die Zu-
gehdrigkeit auf drogengefahrdete/-abhangige Risikogruppen, Uberprift. Zudem soll eine
Blutuntersuchung auf zahlreiche transfusionsrelevante Virusinfektionen (new variant Creutz-
feld-Jakob disease, HIV, Hepatitis- B- und C- Virus, Parvovirus B19, West Nile Virus, Severe
acute respiratory syndrom virus, bakterielle Erkrankungen, Syphilis, Malaria und andere
Parasitosen) zur Sicherheit der Plasmaprodukte beitragen. Auf jeden Fall missen jedoch
Syphilis, HCV und HIV ausgeschlossen werden (43). Zudem besteht die Chargen-

Dokumentationspflicht bezogen auf Produkt und Patienten (§14 Transfusionsgesetzt).

Gesunde Probanden im Alter zwischen 18 und 68 Jahren (Erstspende bis 60 Jahre) kénnen
bei einem Hamoglobinwert 2 12,5 g/l (Frauen) bzw. = 13,5 g/l (Manner) 450-500 ml Vollblut

spenden oder sich einer apparativen Plasmapherese unterziehen.

Zugelassen sind vier verschiedene Praparate: Fresh Frozen Plasma, lyophilisiertes Human-
plasma, solvent/detergent-behandeltes Plasma und Methylenblau-Licht-behandeltes Plasma.
Des Weiteren gibt es Plasma zur Fraktionierung. Therapeutisch angewendet werden die
Praparate bei der Behandlung der TTP, komplexen Gerinnungsstérungen, bei
Verlustkoagulopathie und diversen Mangeln an Gerinnungsfaktoren, fir die noch kein Kon-
zentrat zur Verfligung steht (44).

2.4.2 Gewinnung des Einzelspenderplasmas

Durch eine Fraktionierung von Vollblutspenden oder aber mittels maschineller Plasmaphere-
se wird Einzelspenderplasma gewonnen. Angewendet wird das Einzelspenderplasma
sowohl fir die Herstellung von transfusionsfahigem Fresh Frozen Plasma (FFP) als auch fur
die Weiterverarbeitung zu solvent/detergent behandeltem Plasma (Octaplas®), sowie fiir
Plasmasubstitutionspraparate.

Hierfir wird in einem geschlossenen Beutelsystem mit 63-70ml Citrat-Phosphat-Dextrose
(CPD) 450-500 ml Vollblut gemischt und anschlieBend mit einem Leukozytenfilter depletiert.
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Erythrozytenkonzentrat, Plasma und Buffy Coat mit Thrombozyten wird durch wiederholtes
Zentrifugieren abgetrennt, sodass durch die Auftrennung 200-300 ml Plasma gewonnen
werden kénnen (41). Die Pharmacopoeia Europaea schreibt fir das ,Plasma humanum ad
seperationem® nach der Blutentnahme bzw. Trennung von den zelluldren Bestandteilen eine
schnellstmdgliches Einfrieren innerhalb von 24 Stunden vor. Eine Kerntemperatur von -25 °C
oder weniger, muss dabei innerhalb von 12 Stunden erreicht werden. Ublicherweise werden
die Proben bereits nach 2 Stunden tiefgefroren, um eine gute Qualitat fir ,labile” Proteine,
wie beispielsweise Gerinnungsfaktoren, sicherzustellen (45).

Eine andere Mdglichkeit ist die extrakorporale Plasmagewinnung. In Falle dieser apparativen
Plasmapherese wird bis zu 850 ml Plasma durch Separation oder Filtration von Citrat-
behandeltem Vollblut gewonnen. Die Blutzellen werden in physiologischer Kochsalzlésung
suspendiert und dem Spender zurlickgegeben, das Plasma wird in einem Plastikbehéltnis
gesammelt (41).

2.4.2.1 Herstellung von FFP

Fresh Frozen Plasma wird entweder direkt Gber ein Aphereseverfahren oder aus einer Multi-
komponentenspende via Zentrifugation gewonnen. Das Plasma wird innerhalo von 24
Stunden eingefroren und entspricht im Wesentlichen dem Einzelspenderplasma. Sofern der
Spender nach Ablauf einer vier-monatigen Quarantine weiterhin seronegativ fir anti-
HIV1+2, HBsAg, anti-HCV und PCR negativ fir HIV-RNA und HCV-RNA ist, wird das aus
Einzelspenderplasma gewonnene transfusionsfahige Fresh Frozen Plasma (FFP) freigege-

' Trotz Quarantanelagerung und mehrfacher Uberpriifung der Spender bleibt ein

ben.
Restrisiko vorhanden, sich mit HIV und insbesondere mit HCV sowie HBV zu infizieren, ins-
besondere dann, wenn die Viruskonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze des Testver-
fahrens liegen. Die ca. 250 ml umfassenden FFP-Beutel kbnnen auch HAV und Parvovirus

B19 enthalten, da keine Pflicht zur Testung auf diese Viren besteht (46).

! Zusammenstellung der Plasmagewinnung fir FFP und Octaplas® nach Korrespondenz mit Dr. T.
Franken, Produktmanager Intensivmedizin, Octapharma GmbH, Langenfeld Deutschland, und Dr. R.

Conradi, Transfusionszentrale Mainz, Universitdtsmedizin Mainz, Deutschland.
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2.4.3 Herstellung von solvent/detergent treated Plasma (Octaplas®)

Ein besonders sicheres Préparat stellt das solvent/detergent Plasma oder Octaplas® dar.
Durch das Poolen von 500 bis 1600 Einzelspenderplasmen wird eine Nivellierung der interin-
dividuellen Unterschiede der Plasmaproteine der Spender bewirkt und Inhibitoren und seltene
Antikdrper, wie zum Beispiel Transfusion related acute lung injury (TRALI) auslésende Anti-
kérper, werden unter die Nachweisgrenze verdinnt (47). Um eine Kryoprazipitation zu
vermeiden wird das Einzelspenderplasma rasch aufgetaut und anschlieBend mit weiteren
Einzelspenderplasmen vereinigt bis ein Plasmapool von 380 kg entsteht. Ausgehend von die-
sem Plasmapool erfolgt nun die Aufarbeitung beginnend mit einer Filtration (1 um-Filter), um
Zellen und Zellrickstande vollstandig zu entfernen. Dem schlieBen sich mit der sol-
vent/detergent Behandlung die weiteren entscheidenden Schritte in der Viruseleminierung an.
Als Lésungsmittel wird 1% Tri(n-butyl)phosphat (TNBT) eingesetzt. Zur Beseitigung von
lipidumhallten Viren, insbesondere HIV, HBV und HVC, wird das Detergent Triton-X 100,
ebenfalls in einer 1%igen Lésung, verwendet. Dieser Vorgang wird bei 30°C + 1 °C durchge-

fihrt und ist nach ungefahr einer bis eineinhalb Stunden beendet.

Das Infektionsrisiko fir nicht lipidumhllte Viren wird gesenkt, indem das Plasma mittels
Nukleinsdureamplifikationstechnik und Immunneutralisation behandelt wird, wodurch im Pool
befindliche Antikérper (z.B. Anti-Parvovirus-B19-Antikérper oder Anti-HAV-Antikérper) sowie
andere potentiell im Poolplasma enthaltene Viren gebunden und neutralisiert werden kénnen
(Einzelspenderplasmen mit hohen Parvovirus B-19 Konzentrationen werden vorher aussor-
tiert).
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Das TNBT und Triton-X 100 werden durch

Schnelles Auftauen und Poolen der

eine Kastorolextraktion und eine Fest- Einzelspenderplasmen (380kg)
phasenchromatographie aus dem
Plasmapool entfernt. 1m Filtration

Der Herstellungsprozess wird mit einer

Sterilfiltration (0,45 um und 0,2 um) abge- s/d Verfahren mit TNEP und Triton X-100

. . Bei 30°C + 1°C, 1-1.5 Stund
schlossen und anschlieBend in 200 ml o MERSIEIE

Beutel (41, 48) verpackt und bei -60 °C

schockgefroren. Clextraktion (entfernt TNBP) und
Festphasenchromatographie (entfernt Triton X-100)
AbschlieBend werden interne Chargen- 1um und 0,45um Filtration

und Qualitatskontrollen sowie eine externe

Chargenfreigabe durch das Paul-Ehrlich-

Sterilfiltration

Institut durchgefiihrt.’

Aseptische Abflllungin 200ml Beutel und
Schockgefrierung

Interne und externe Qualitatssicherung und Freigabe der
Chargendurch PEI

Octaplas®

Abb. 4: Herstellung von solvent/detergent be-

handeltem Plasma. Aus (49).

2.5 Nebenwirkungen der Therapie

Da bei der Therapie der TTP hauptsachlich humane Plasmaprodukte zum Einsatz kommen,
die unter 2.4 beschrieben wurden, kann es unter der Therapie zu zahlreichen und schwer-
wiegenden Nebenwirkungen (UAW) kommen. Um den Eintritt in eine Remission zu er-
reichen, sind bis zu 40 Liter Plasmaaustausch nétig, was flur die Patienten ein nicht un-
erhebliches Risiko an Infektionen und unerwinschter Nebenreaktionen birgt (50).

Um das Infektionsrisiko zu minimieren, unterliegen die Plasmaprodukte speziellen Qualitats-
anforderungen, die bereits erlautert wurden. Trotzdem bleibt ein geringes Rest-
infektionsrisiko fur Hepatitis C (1:2 Mio.) und HIV (1:4 Mio) beim Einsatz von FFP. Das
Infektionsrisiko flr andere Viruserkrankungen liegt dagegen deutlich héher (41). Im Vergleich
birgt das solvent/detergent behandelte Plasma ein geringeres Risiko, an einer transfusions-
vermittelten Infektion zu erkranken (siehe Kapitel 2.4.3).
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Auch allergische Reaktionen auf die Plasmapraparate selbst sind keine Seltenheit. Shemin
et al. fuhrten 2007 in einer Studie mit 1727 Plasmapheresen die haufigsten Nebenwirkungen
auf (51). Dabei untersuchten sie die allgemeinen Nebenwirkungen, die bei der PEX auftraten
sowie die Haufigkeit der Nebenwirkungen im Bezug auf die verabreichte Substitutionslésung
(FFP vs. Albumin/NaCl) und das Auftreten der Unerwiinschten Arzneimittelwechselwirkun-
gen (UAW) bezugnehmend auf die Grunderkrankung der Patienten.

Die in Tabelle 3 aufgefihrten Nebenwirkungen lassen sich zum Teil auf das infundierte
Plasma zurtickflhren, zum Teil gehen sie aber auch mit der Plasmapherese einher. Daher
muss hier zwischen Plasma-assoziierten und Plasmapherese-assoziierten Komplikationen
unterschieden werden.
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Alle Komplikationen 873
Anzahl der TPE Bandlungen mit _—
Komplikationen

Fieber 133 (7,7 %)
Urtikaria 128 (7,4 %)
Symptome der Hypokalzamie 126 (5,8 %)
Pruritus 101 (5,8 %)
Tachykardie 96 (5,6 %)
Hypotension (<95 mmHg) 96 (5,6 %)
Nausea 56 (3,2 %)
Emesis 47 (2,7 %)
Schwindel 23 (1,3 %)
Schwere Hypotension (<85 mmHg) 22 (1,3 %)
Blutungen des Zugangs 21 (1,2 %)
Infektion des Zugangs 9 (0,5 %)
Kopfschmerz 6 (0,3 %)
Brustschmerzen 6 (0,3 %)
Atemnot 4 (0,2 %)
Ruckenschmerz 2 (0,1 %)
Abdominal Schmerzen 2 (0,1 %)
Angstzustande 2 (0,1 %)
Arrhythmien 2 (0,1 %)
Krampfe in den Beinen 2 (0,1 %)

Tabelle 3: Die Tabelle spiegelt alle aufgetretenen Komplikationen (UAW) der Plasmapheresetherapie
im Rhode Island Krankenhaus wieder. Insgesamt wurden 1727 TPE durchgefihrt, davon 734 Behand-

lungen bei 36 TTP Patienten. 190 Behandlungen hatten mehr als eine Komplikation (42).

Eine genauere Auflistung und Auswertung der Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie
erfolgt unter Punkt 5.1.4 im Ergebnisteil.
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2.6 TTP-like-Syndrom und andere verwandte Mikroangio-
pathien

Bei der TTP-Diagnostik nimmt das TTP-like-Syndrom eine spezielle Rolle ein. Es wird haufig
mit der sekundaren TTP gleichgesetzt, obwohl eine Differenzierung sinnvoll ware. Das TTP-
like-Syndrom &uBert sich mit einer kaum oder nicht verringerten ADAMTS13-Aktivitat. Eben-
so fehlen inhibitorische Antikérper gegen ADAMTS13. Es gleicht im klinischen Bild der TTP,
Ausléser fir den Krankheitsschub sind jedoch nicht bekannt. TherapiemaBnahme der Wahl
ist somit ebenfalls die Plasmapherese (7). Pathophysiologisch wird ein anderer Enzymdefekt
vermutet, da ADAMTS13 nicht betroffen ist. Da sich aber trotzdem die Merkmale einer
thrombotischen Mikroangiopathie (TMA) préasentieren, wird ein Defekt in der VWF-

Thrombozyten Interaktion vermutet.

Die thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) sind eine pathophysiologisch heterogene
Gruppe von Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit in einem Verschluss der kleinsten GefaBe
liegt. Es finden sich in den meisten Fallen eine Thrombozytopenie infolge der Thrombozyten-
aggregation in der Mikrozirkulation sowie eine mikroangiopathische hamolytische Anamie.
Als Zeichen der mechanischen Schadigung der Erythrozyten treten Fragmentozyten im Blut-
ausstrich auf. LDH steigt als hinweisgebender Marker auf eine Gewebes-Ischamie,

Hamolysen, sowie Nekrosen (52, 53).

Durch die Ahnlichkeit der Symptome ist eine Unterscheidung der einzelnen TMAs oft schwie-
rig. Wahrend bei der TTP die neurologischen Symptome imponieren, stehen bei der HUS
neben den Symptomen der TMA vor allem die renale Symptomatik im Vordergrund. Generell

haben die TMAs aber eine sehr unterschiedliche Genese.
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Die Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Formen der TMA, wobei die Un-
terteilung nach der ADAMTS13-Aktivitat im Plasma gewahlt wurde.

Schwerer ADAMTS13-Mangel (TTP)

1. priméare TTP
Hereditar
Idiopathisch

2. sekundare TTP
HIV assoziiert
Medikamenteninduziert
Malignom assoziiert

Schwangerschaft assoziiert

Nachweisbare ADAMTS13-Aktivitat

1. HUS
durch enteropathogene Bakterien
atypische HUS mit Komplement Dysfunktion
atypische HUS mit Streptococcus pneumoniae
atypische HUS mit Cobalamin Metabolismusstérungen
2. TTP-like Syndrom
3. andere TMAs
HIV assoziiert
Malignom assoziiert
Bindegewebserkrankungen
Medikamenteninduziert
Idiopathisch
4. HELLP Syndrom

maligne arterielle Hypertonie, Antiphospholipid Syndrom, Typ Il HIT, VOD, DIC

Tabelle 4: In Anlehnung an die molekularbiologisch basierte Unterteilung der TMAs. Nach (54).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv flr die Befragung

3.1.1 Patientenbefragung

Fur die Patientenbefragung wurden Patienten mit wenigstens einer TTP-Manifestation aus
der hamatologischen Ambulanz der Ill. medizinischen Klinik der Universitatsmedizin ausge-
wahlt. Mithilfe eines Fragebogens wurde zu zwei Zeitpunkten (Sommer 2009 und Sommer
2010) die Anamnese der Patienten erfragt. Um eine mdglichst breite Patientengruppe errei-
chen zu kénnen, wurde der Fragebogen in schriftlicher Form an die Patienten verschickt und
als Onlinefragebogen Uber www.onlinefragebogen.de flr die Patienten zuganglich gemacht.

Der Zugang zum Onlinefragebogen (www.onlinefragebogen.de) wurde den Patienten

deutschlandweit tber das TTP-Forum der Selbsthilfegruppe (www.ttp-forum.de) erméglicht.

Die Patientenbefragung wurde im Sommer 2010 endglltig abgeschlossen. Den Patienten
wurde ermdglicht, die Angaben zu ihrer Krankheitsgeschichte anonymisiert abzugeben. Alle
Angaben konnten freiwillig und unabh&ngig voneinander getétigt werden. Insgesamt beant-
worteten 87 TTP-Patienten den Fragebogen.

Die statistische Auswertung der Patientendaten wurde mit Hilfe des Statistikprogrammes
SPSS® Statistics 19v der Firma IBM® durchgefiihrt. Die statistische Betreuung erfolgte durch
Professor Dr. M. B. vom Institut fir medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik in
Mainz. Fir die Auswertung der Fragebdgen wurden deskriptive Statistiken und Korrelationen

nach Spearman-Rho verwendet.

3.2 Untersuchungssubstanzen

3.2.1 Normalkollektiv

Zur Erstellung des Normalkollektivs erfolgt eine vendse Blutabnahme bei je 15 mannlichen
und 15 weiblichen gesunden Probanden im Alter von 20 bis 60 Jahren. Die durch Venen-
punktion mit Hilfe von Nadeln des Butterfly-Typs (GréBe 0,8 mm) entnommenen 10 ml
Citratblut werden fir 10 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wird das Plasma
im Uberstand abpipettiert, gepoolt und in 500 ul Portionen bei -20 °C eingefroren.

Dieses Normalkollektiv (Normalpoolplasma, NP) dient als Positivkontrolle und interner Stan-
dard. Zusatzlich wird zur Erstellung einer Kalibrationsreihe sowohl unbehandeltes als auch
deaktiviertes Poolplasma (d-Pool) benétigt. Die Deaktivierung des Poolplasmas erfolgt durch
eine 30-minltige Hitzeinaktivierung im Wasserbad bei 60 C. AnschlieBend wird das hitze-
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inaktivierte Plasma fir 10 Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert. Das dadurch entstandene
deaktivierte Plasma wird als d-Pool markiert.

Alle gesammelten Plasmaproben wurden nach der vorbereitenden Verarbeitung in 500ul-
Portionen aufgeteilt und bei -70 °C gelagert.

3.2.2 Patientenkollektiv

Das Citratplasma wurde auf gleich Weise wie beim Normalkollektiv von Patienten der hama-
tologischen Ambulanz der Ill. medizinischen Klinik der Universitdtsmedizin in Mainz mit TTP,
TTP-Like Syndrom, HUS und VWS zu Untersuchungszwecken entnommen und bei -20 °C

eingefroren.

3.2.3 Plasmapraparate

Solvent/detergent Plasma (Octaplas®) wurde von der Firma Octapharma GmbH, Langenfeld,

bereitgestellt. Jeweils 50 ml jeder Blutgruppe in folgenden Chargen:
Blutgruppe A: A9271952/D
Blutgruppe B: A9272952/D
Blutgruppe AB: A9275952/D
Blutgruppe 0: A4502452/0

FFP wurde von der Transfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz durch Prof. W. Hitz-
ler und den leitenden Oberarzt Dr. R. Conradi zur Verfugung gestellt. Dazu wurden von den
gebrauchsfertigen Transfusionsbeuteln die Verbindungsschlauche, die ca. 10 ml Plasma
enthalten, abgeschnitten, eingeschweiBt, und fir den Versuch verwendet. Die FFP-Proben

wurden von folgenden Chargen entnommen:
Blutgruppe A: 0965977, 1018505, 1018509, 1018517, 1018545
Blutgruppe B: 0932185, 1018511, 1018518, 1018519, 1018548
Blutgruppe AB: 0960994, 1018639, 1087532, 1087544, 1087570

Blutgruppe 0: 0956523, 1018501, 1018515, 1018526, 1018541
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3.3 Methoden

3.3.1 BCS-Methode nach Bohm

Mit Hilfe der BCS-Methode nach Béhm (55) kann die ADAMTS13-Aktivitat indirekt bestimmt
werden. Gleichzeitig kann diese Methode auch zur ADAMTS13-Antikérpermessung heran-

gezogen werden.

Im Laufe einer zweitdgigen Messung reagiert das sich in der Probe befindliche ADAMTS13
mit dem kdinstlich zugesetzten VWF. Abhangig von Menge und Aktivitat der Protease
ADAMTS13 wird der VWF dabei unterschiedlich stark proteolytisch abgebaut und verliert
dadurch die Fahigkeit mit Thrombozyten zu agglutinieren. Der Grad seiner ,Klebrigkeit* ge-
genuber Thrombozyten kann daher fir die Messung der ADAMTS13-Aktivitdt genutzt
werden. Hierfir werden dem Probenansatz hochgereinigte Thrombozyten und das Antibioti-
kum Ristocetin zugesetzt, welches durch eine Veranderung des Bindungsepitops des
Glykoprotein-Rezeptors Iba die Bindungsfahigkeit von Thrombozyten gegeniber dem VWF
verbessert. In Anwesenheit von Ristocetin lagern sich somit hochmolekulare VWF-Multimere
und Thrombozyten zusammen. Diese Agglutinate fallen aus und der Probenansatz klart auf.
Liegt hingegen Uberwiegend niedermolekularer, funktionsloser VWF vor, bleibt die Flissig-
keit trib.

Um aus dem Probenansatz die ADAMTS13-Aktivitat zu errechnen, welche sich umgekehrt
proportional zur ,Klebrigkeit* des VWF verhdlt (Abb. 5, 6), wird die optische Dichte
(Extinktion) des Probenansatzes photometrisch erfasst und mit der der Kalibrationskurve
verglichen (Abb. 7).

i

Von Willebrand-Faktor Multimere

100 50 25 12,56 6,25 3,12 O
ADAMTS13-Aktivitat (%)

Abb. 5: Verschieden lange VWF-Multimere bei unterschiedlicher ADAMTS13-Aktivitat aufgetrennt in
der SDS-Agarose-Gelelektrophorese. Aus (55).
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Abb. 6: ADAMTS13-Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat. Aus (55).
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Abb. 7: Kalibrationskurve des Probenansatzes mit Extinktionswerten fir die Bestimmung der
ADAMTS13-Aktivitat mittels der BCS-Methode nach B6hm. Aus (55).

3.3.1.1 Materialien

Gerate

pH-Meter: Microprocessor pH-Meter, PH211 — Hanna Instruments
Wasserbad: Assistent WTE Var 3185

Kryostat: Julabo F12

Zentrifuge: 5415 R, Eppendorf

Feinwaage: Sartorius
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Ruttelplatte:
Warmeschrank:

BCS® System:

Macintosh Computer:

Hilfsmittel
Pipetten:

Pipettenspitzen:

Tubes:

Tube Rack:
Becherglaser:

Chemikalien

Aqua destillata, Delta Select

Heidolph Instruments TITRAMAX 100

Thermo ELECTRON CORPORATION,

Heraeus Medical GmbH

BCS Service Line Hamostase, Siemens HealthCare Diagnos-
tics

BCS-Software

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

100 pl und 1000 pl Starlab

Combitips 0,5 ml und 5 ml, Eppendorf

1,5 ml Tubes, Eppendorf

CELLSTAR® Tubes 50ml

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

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

BaCl,, p.A. MERCK
Urea, SIGMA®

Wilfactin 100 Ul/ml, LFB Biomédicamentes, France

BC von Willebrand-Reagenz, Siemens HealthCare Diagnostics

Medien
Reaktionspuffer:

TRIS-Urea Puffer:

Substratpuffer:

12,5 ml 5 mmol/l TRIS-Puffer pH 8
3 mg Pefabloc®
156 ug 1 mol/l BaCl,

15 g 5 mol/l Urea
ad 50 ml 5 mol/l TRIS-Puffer pH 8

0,1 % Wilfactin®
in TRIS-Urea Puffer
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3.3.1.2 Methode

Vor Beginn des Versuchs werden die Plasmaproben, das Poolplasma und das d-Pool im
Warmeschrank bei 37 °C aufgetaut und die benétigten Medien hergestellt.

Zu Beginn der Versuchsreihe wird mit Hilfe des Poolplasmas und d-Pools (Herstellung siehe
Kapitel 3.2.1) eine serielle Verdinnung der Proben durchgefihrt (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %
und 6,25 %), welche zur Erstellung der Kalibrationsgerade dient (siehe Abb. 7). Gleichzeitig
lauft eine weitere 50 %ige Verdiinnung von Poolplasma mit d-Pool als interner Standard mit.

Jede Probe wird doppelt angesetzt und jeweils 15 pul jeder Probe werden mit 300 pl Reakti-
onspuffer und 150 ul Substratpuffer versetzt. Diese Ansatze werden kurz auf der Ruittelplatte
gemischt und im Anschluss im Warmeschrank 16 bis 20 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Vor der Messung der Ansatze wird das lyophilisierte BC-Reagenz, welches vor allem
Ristocetin und hochgereinigte Thrombozyten enthalt, mit 4 ml Aqua ad iniectabilia aufgeldst.
Zur Durchfuhrung der Messung werden das geléste BC-Reagenz sowie die Ansatze an-
schlieBend in Racks Uberflhrt und in das BCS-Geréat geschoben.

Zunachst erstellt das Gerat eine Kalibrationsgerade. Hierzu wird den speziell dafir ver-
dinnten Ansatzen das BC-Reagenz zugefiihrt, wobei das Pipettieren und Auswerten der
Messergebnisse automatisch durch das Gerat erfolgt. Sobald die Ergebnisse der
Kalibrationsmessung vorliegen, werden die Probenansétze analysiert. Abhéngig vom Grad
der ADAMTS13-Aktivitat liegen unterschiedlich lange VWF-Multimere vor, welche dement-
sprechend unterschiedlich stark mit Thrombozyten agglutinieren. AnschlieBend werden die
daraus entstandenen Tribungsunterschiede zwischen den Proben photometrisch erfasst
und zuletzt errechnet die Computersoftware tber die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat und unter
Einbeziehung der Kalibrationskurve die ADAMTS13-Aktivitat in Prozent.

Da die BCS-Methode nach Béhm ein Detektionslimit von 100 % ADAMTS13-Aktivitat hat
wurden die Plasmaproben fir dienen Versuch auch in einer 50 %igen Verdinnung gemes-

sen, da gehauft Werte > 100 % von dem Gerinnungsautomaten detektiert wurden.

Abb. 8 stellt den Versuchsaufbau fir die verdinnten Proben graphisch dar. Nach der Aktivi-
tatsbestimmung wurden die Werte verdoppelt, um den wahren Aktivitatsgehalt der Probe zu

eruieren.
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Abb. 8: Aufbau der Verdlnnungsreihe. Die detektierte ADAMTS13-Aktivitat soll durch Verdopplung

des Messergebnisses den wahren Enzymgehalt der unverdiinnten Probe widerspiegeln.
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3.3.2 Bestimmung des ADAMTS13-Antikérpers

Durch den ADAMTS13-Antikérpertest kénnen Autoantikérper gegen ADAMTS13 im Patien-
tenplasma nachgewiesen werden, welche durch die verschiedenen Pathomechanismen im
Patienten entstehen. Ziel der Methode ist der Nachweis einer verringerten ADAMTS13-
Aktivitat in einer Plasmaprobe, die sich aus Patientenplasma und inaktiviertem Patienten-
plasma zusammensetzt. Gemessen wird die Probe mit Hilfe der BCS Methode nach Béhm.

Zur Antikérperbestimmung muss zunéchst ein Teil des Patientenplasmas und des Normal-
poolplasmas (NP) deaktiviert werden (siehe Herstellung des d-Pool in Kapitel 3.2.1). Flr den
Versuch in Doppelbestimmung werden 60 pl deaktiviertes Patienten- und ca. 300 pl deakti-
viertes Poolplasma (d-Pool) bendtigt (55).

Als nachstes werden 35 ul des d-Patientenplasmas mit 35 ul Poolplasma gemischt, flr 30
Minuten bei 37 °C inkubiert und abschlieBend wieder bei 12000 rpm zentrifugiert. Aus die-
sem Uberstand bedarf es je zweimal 15 pl fiir die Bestimmung der ADAMTS13-Aktivitat. Zur
Kontrolle mit 50 %iger Aktivitat dient eine Probe aus 35 pl d-NP und 35 pl NP.

Zur Bestimmung der Restaktivitat wird nun zunachst mit Hilfe von Poolplasma und d-Pool ei-
ne serielle Verdiinnung durchgefiihrt (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % und 6,25 %), welche als
Kalibrationsgerade dient. Die obengenannte 50 %ige Verdinnung von NP mit d-Pool luft
gleichzeitig als interner Standard mit.



Kapitel 3: Material und Methoden 29

15 ul jeder Probe werden im Doppelansatz mit je 300 ul Reaktionspuffer und 150 pl Sub-
stratpuffer versetzt, kurz auf der Ruttelplatte gemischt und anschlieBend im Warmeschrank
bei 37 °C Uber 16 Stunden inkubiert.

Nach Ablauf der Reaktionszeit wird die Restaktivitat der Proben, wie zuvor beschrieben, mit
Hilfe des BCS-Geréates gemessen.

Der ADAMTS13-Antikérpertiter wird aus der Restaktivitat der d-Patientenprobe und der Kont-

rollprobe errechnet:

Restaktivitat von (d-Patientenlasma + NP)

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

Der Antikdrpertiter wird in Prozentwerte umgerechnet, anhand welcher der Bethesda-Wert
(BE) aus der Antikérpertiter-Tabelle enthommen werden kann. So entspricht die Hemmung
der ADAMTS13-Aktivitdt um 50 % z.B. der Bethesda Einheit 1. Klinische Relevanz erreichen
Antikdrpertiter mit > 0,2 BE.

3.3.3 SDS-Gelelektrophorese

Um qualitative und quantitative Informationen Uber das VWF-MolekUl zu erhalten und um
den strukturellen Aufbau des Molekiils darzustellen, wird die SDS-Gelelektrophorese ange-
wendet. Dabei kann die die Selektivitdt des Gels durch unterschiedliche Agarose-
konzentrationen den Anforderungen entsprechend reguliert werden. Da in der TTP-
Diagnostik vor allem die Differenzierung zwischen ultralangen VWF-Multimeren gegentber
kleineren VWF-Multimeren von Bedeutung ist, werden niedrig konzentrierte Agarosegele be-
vorzugt, welche ultralange Multimere detektieren kdnnen. Agarosegele in héherer Konzen-
tration hingegen spielen bei der Diagnostik des VWS eine bedeutende Rolle, da ihr erhéhter
Siebeffekt deutlich feinere Auftrennungen zwischen den einzelnen MolekllgréBen ermdg-
licht. FOr die Moleklle einer GréBenordnung zeigt sich nach dem Anférben daher eine
Tripletstruktur in Form von einer Hauptbande und zwei Satellitenbanden. Die Anzahl der
Banden und ihre Intensitat, im Vergleich zum Internen Standard, ermdglicht deshalb sowohl
eine Aussage Uber das Vorliegen eines VWS, als auch dessen genaue Typisierung.

3.3.3.1 Materialien

Gerate

Feinwaage: Sartorius

Ruhrplatte: RCT basic IKA LABORTECHNIK

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

Mikrowelle: SHARP
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Texter:
Wasserbad:

Elektophoresekammer:
Elektrophoreseapparatur:

Kuhlung:

Blottingkammer:

Blottinggerat:
Rattelplatte:

Hilfsmittel
Pipetten:

Pipettenspitzen:

Tubes:

Tube Rack:
Becherglaser:
Filterpapier:
Stoppubhr:
Glasplatten:

Klammern:

Chemikalien

VWR™ Mini Vortexter

Assistent WTE Var 3185

Multiphor Il, Pharmacia Biotech

2197 Power supply, LKB-Bromma

Julabo F12

Model TRAS-Blot® Cell, BIO-RAD

Consort EV 202 Electrophoresis Power supply
ROTAMAX 120, Heidolph

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

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

1,5 ml Tubes, Eppendorf

CELLSTAR® Tubes 50ml

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

Schleicher & Schueller

Abbott Diagnostics

260 x 125 mm, 3 mm dicke

Bulldog

Agarose, Typ VII, Sigma-ALDERICH®
Seakem® HGT (P) agarose, bma products

Aqua ad iniectabilia, Delta Select

Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS), Carl Roth GmbH & CoKG
Sodium- Dodecyl- Sulfat (SDS), Carl Roth GmbH & CoKG
Salzsaure (HCI) 2 mol/l, Merck KGaA

Natriumchlorid (NaCl), Carl Roth GmbH & CoKG

Bromphenolblau

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma-ALDERICH®Glycin, Carl Roth GmbH & CoKG
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,), Carl Roth GmbH & CoKG
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,), Carl Roth GmbH & CoKG

Nitrocellulosemembran 200 * 100 mm, Schleier & Schueller

Propan-2-ol (F), Fischer Scientific
Essigsédure, ROTIPURAN® 100% Carl Roth GmbH & CoKG
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Triton® X-100, SERVA

Milchpulver (Skim Milk Powder), Fluka BioChemica

Anitserum: Dakopatts P-226

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

4-Chlor-1-Naphtol, Biochemica AppliChem

Wasserstoffperoxid (H,0,) 30 %, ROTIPURAN® Carl Roth GmbH & CoKG
Methanol, ROTISOLV® > 99,95 % Carl Roth GmbH & CoKG

Polyclonal Rabbit Anti-Human von Willebrand factor/ HRP, BIOZOL Diagnostica
Glycin, Carl Roth GmbH & CoKG

Medien

Vor Versuchsbeginn sollten die Milch-, Antigen- und Farbelésungen jeweils frisch und zum
direkten Verbrauch hergestellt werden. Alle weiteren Medien kénnen bei +7 °C im Kuhl-
schrank zwei Wochen lang aufbewahrt und nach vorheriger Kontrolle des pH-Wertes ver-

wendet werden.

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

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

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

Elektrophoresepuffer: 4] Aqua ad iniectabilia
0,1 % SDS
0,05 mmol/l TRIS
0,384 mmol/l Glycin
mit HCI auf pH 8,35
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Elutionspuffer: 3l Aqua ad iniectabilia
21,75 g Na,HPO,
3,75 g NaH,PO,
0,05 % SDS
mit NaH.PO, auf pH 7,4

Fixierlésung: 65 % Aqua ad iniectabilia
25 % 2-Propanol
10 % Essigsaure

Waschlésung 1: 0,05 mol/l TRIS
in 51 Aqua ad iniectabilia
mit HCI auf pH 7,5

Waschlésung 2: 3 I von Waschlésung 1
0,9 % NaCl
1 %Triton
Milchlésung: 3 % Milchpulver

in 100 ml Waschlésung 2

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

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

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

3.3.3.2 Methode

Grundlage der SDS-Gelelektrophorese sind die Untersuchungen und Methoden nach Bukh
et al. (56) von 1986 und Furlan et al. (5) von 1996. Nach dem raschen Auftauen der Proben
und des Poolplasmas im Wasserbad werden je 20 pl jeder Probe mit 50 pl Probenpuffer ver-
setzt und 30 Minuten im 60 °C warmen Wasserbad inkubiert. Dies flihrt zum einen zur
Denaturierung der Proteine, wahrend zum anderen das SDS des Probenpuffers die
Absattigung der Ladung herbeifhrt.
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Zur Herstellung des Trenngels werden Agarose, Typ VII, und der Trenngelpuffer zusammen
erhitzt und zwischen zwei drei Millimeter dicke Glasplatten gegossen, die zuvor mit Alkohol
gereinigt wurden. Eine U-férmigen Gummilippe, die das Auslaufen des Gels verhindert, und
Bulldog-Klammern an den Seiten halten die Gussform zusammen. Der untere Teil der
Gummilippe wird nach dem Erstarren des Trenngels entfernt und mit einem Sammelgel der
Agarosekonzentration 0,75 % (SeakKem® HGT (P)) aufgefilllt. AnschlieBend kann eine der
Glasplatten abgehoben werden, um Taschen in das Sammelgel zu stanzen, in welche je-
weils 25 ul der Probe geflillt wurden.

Um mit der Gelelektrophorese zu beginnen, wird die Glasplatte nun horizontal in die
Elektrophoreseapparatur gelegt und mit Hilfe von Filterpapier mit dem Elektrophoresepuffer
verbunden, welcher zum einen das Austrocknen des Gels verhindert und zum anderen den
Stromkreis schlieBt. Sobald Strom (20 mA) angelegt wird, erfolgt die Auftrennung der Protei-
ne nach ihrer Gr6Be, wobei das dem Probenpuffer zugemischte Bromphenolblau die Lauf-
front anzeigt. Nach Ablauf von 30 Minuten werden dann die Taschen im Trenngel mit
Sammelgel geschlossen, um den Stromkreis zu schlieBen und somit gerade Banden zu er-
halten. Fir eine ausreichende Auftrennung bedarf es einer Laufzeit von mindestens 22
Stunden.

Nach erfolgreicher Trennung der Multimere im Agarosegel wird das Multimermuster auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen und flr die anschlieBende Behandlung mit der Antiserum-
I6sung vorbereitet: dazu wird das Gel zun&chst fir 15 Minuten im Elutionspuffer inkubiert,
bevor man es vorsichtig von der Glasplatte 16st und auf einen Filter schiebt. Auf das Gel sel-
ber werden nun blasenfrei die Nitrocellulosemembran und ein weiterer Filter, der das System
nach auBen abschliet, aufgelegt. Danach wird dieses Schichtsystem vertikal in die mit
Elutionspuffer geflllte Elutionskammer gespannt, in welcher sich das Multimermuster durch
eine von auBen an die Kammer angelegte Spannung von 1200 mA innerhalb von zwei Stun-

den von dem Gel auf die Nitrocellulosemembran tbertragt.

AnschlieBend mussen die Proteinbanden fur die restliche Versuchsdurchfihrung auf der
Membran fixiert werden: zu diesen Zweck wird die Nitrocellulosemembran nach zweistindi-
ger Elution in eine Schale auf der Rittelplatte gelegt und 20 Minuten mit Fixierlésung be-
handelt. Der in der Fixierlésung enthaltene Alkohol fuhrt dabei zur vollstandigen
Denaturierung der Proteinbanden, wodurch diese wasserunldslich und die Multimere fest an
die Membran gebunden werden. Zuletzt wird die Nitrocellulosemembran noch dreimal griind-
lich mit Aqua dest. gewaschen, um die Reste der Fixierlésung abzuwaschen, und dann fir
30 Minuten mit Milchlésung behandelt. Dieser Vorgang dient dazu, samtliche ,freie” Stellen
auf der Membran zu ,blockieren®, sodass das anschlieBend zugegebene Antiserum nicht an
der Membran adsorbiert.
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Im nachsten Schritt wird die préaparierte Nitrocellulosemembran mit einer Antiserumlésung
behandelt, um ein Anfarben der Proteinbanden zu ermdglichen: das in diesem Versuch ver-
wendete Antiserum ist ein peroxidase-markierter Kaninchenantikérper (P-266), der spezifisch
an den VWF bindet und dadurch samtliche VWF-Multimere aller GréBen auf der gesamten
Folie markiert. Vor Beginn der Behandlung mit der Antiserumlésung wird die
Nitrocellulosemembran noch einmal mit Aqua dest. gewaschen, um Reste der Milchlésung
zu entfernen. AnschlieBend lasst man die Antiserumlésung Uber 4 Stunden einwirken, wobei
darauf zu achten ist, dass die Folie stets komplett mit Ldsung bedeckt ist. Vor dem abschlie-
Benden Anfarben der Membran wird das Antiserum abgeschuittet und die Folie grindlich
einmal mit Waschlésung 1 und zweimal mit Waschlésung 2 gespult, um sie von jeglichen

Antiserum-RUckstédnden zu befreien, da diese die Farbung verfalschen kénnten.

Die im letzten Schritt verwendete Farbelésung 1 enthalt Wasserstoffperoxid, welches die
Peroxidase des Antikérpers reduziert. Der dabei freigesetzte Sauerstoff reagiert nun mit dem
DAB und bewirkt eine Braunfarbung. Der anschlieBende Zusatz von Farbelésung 2 intensi-
viert die Farbung der Proteinbanden. Nach dem Abschitten der Farbelésung kann die

Nitrocellulosemembran schlieBlich getrocknet und ausgewertet werden.

3.3.4 FRET-Assays zur ADAMTS13-Aktivitdtsbestimmung

3.3.4.1 Technozym®ADAMTS13 (Technoclon)

Technozym®ADAMTS13 ist ein ELISA-Kit und kann sowohl zur Messung der ADAMTS13-
Aktivitat sowie des -Antigens genutzt werden.

Der Versuch basiert auf der fluorescence resonance energy transfer (FRET) Methode, einem
physikalischen Prozess, in welchem es durch Dipolwechselwirkungen zu einem Energie-
transfer zwischen Fluoreszenzmolekilen kommt. Bei Anregung des Donor-Fluorophors
verringert sich dessen Fluoreszenz, wahrend gleichzeitig die Fluoreszenz des Akzeptor-
Fluorophors zunimmt (= Energietransfer).

Die ADAMTS13-Aktivitat wird mit Hilfe einer mit monoklonalen ADAMTS13-Antikérpern be-
schichteten Platte, die ADAMTS13 bindet, kinetisch gemessen. Als Substrat fir die enzy-
matische Reaktion dient dabei FRETS-VWF73, welches 73 Aminosauren aus der VWF-
Aminosauresequenz enthalt und von ADMATS13 zwischen den Peptiden Y1605 und M1606
gespalten wird (Abb. 9). Als Donor-Fluorophor und Akzeptor-Fluorophor werden zwei modifi-
zierte Aminosauren verwendet, die mit 2-(N-methylamino)benzoyl (Nma) und 2,4-
dinitrophenyl (Dnp) substituiert wurden. Verbleibt das Substrat ungespalten, findet bei Anre-
gung mit einer Wellenlange von 340 nm ein Energietransfer vom Donor (Nma) zum Akzeptor
(Dnp) statt. Erfolgt jedoch eine Spaltung des Substrats durch ADAMTS13 kommt dieser
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Energietransfer nicht zustande und das Donor-Fluorophor emittiert bei einer Wellenlange von
450 nm (57).

FRET
ALEXA488~—"—""=A EXA546

NH:-DRE-C-APNLVYNMVTGN-C-ASDEIKRLPGDIQVVFIGVGPNANVQELERIGWFNAPILIGDFETLPREAFDLY LQR-COOH

FRETS-VWF73-2C)s

ALEXA488 ALEXAB46

NH.-DRE-C-APNLVY MVTGN-C-ASDEIKRLFGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPCLVLQR-COOH

Fluoreszenz - Emissicn

Abb. 9: Struktur von FRETS-VWF73: Aminosauresequenz entspricht der VWF-Aminosauresequenz
von D1596 bis R1668. Donor-Fluorophor: Q1599-A2pr(Nma), Akzeptor-Fluorophor: N1610-A2pr(Dnp).
Untere Bildhélfte zeigt die Fluoreszenz-Emission des Donors nach Spaltung durch ADAMTS13 (57).

Far die Feststellung der Fluoreszenz ist auch die Gaineinstellung des Filters von Bedeutung,
welche durch die Verstérkerspannung des Detektors reguliert wird und dessen ,Empfindlich-
keit* anzeigt. Ist die Gaineinstellung entweder zu hoch oder zu niedrig, ist eine
Unterscheidung der einzelnen Emissionen nicht méglich (58).

Der Nachweis des Antigens erfolgt anschlieBend durch eine Endpunktmessung, fur deren
Durchfihrung der zweite Antikérper anti-ADAMTS13 POX zunéchst an ADAMTS13 binden
muss. Da HRP (Meerrettichperoxidase) als konjugierte Perodxidase am Antikérper vorliegt,
kommt es bei Zugabe des HRP-Substrats und gleichzeitiger Anregung bei einer Wellenlange
von 330 nm bei der Spaltung des Substrats zu einer Energieemission bei 410 nm (Abb. 10).
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FRETS VWF73
(ADAMTS13-Substrat

340 /450 nm
Fluoreszenz - Emissio

Y Y,

Platte beschichtet mit:
Anti-ADAMTS13 Antikorper

1. Inkubation mit Probe

HRP Substrat -

5. Inkubation mit Substrat

4. Inkubation mit
anti-ADAMTS 13 POX

Y Y

3. Platte waschen

Abb. 10: Schaubild zum Testprinzip (Aktivitat und Antigenmessung) von TECHNOZYM® ADAMTS13

ELISA (aus(59)).

3.3.4.1.1 Materialien

Geréte
Fluoreszenz-Reader:
Filter:

Computer mit Software:

Auswertung:

Ruttelplatte:

Warmeschrank:

Hilfsmittel
Pipetten:

Pipettenspitzen:
Tubes:
Tube Rack:

Becherglaser:
Stoppuhr:

FLUOstar Omega BMG* LABTECH

Extinktion: 340, 330; Emission: 450, 410

Aktivitats-Gain: 1500; Antigen-Gain: 1400

Messung: Omega control;

MARS Data Analysis, TECHNOZYM ADAMTS-13 Auswerte-
software

Heidolph Instruments TITRAMAX 100

Thermo ELECTRON CORPORATION,

Heraeus Medical GmbH

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

Digitale Multichannel Pipette 50 — 300 pl, Flow Titerlek® Labsys-
tems for Flow Laboratories

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

1,5 ml Tubes, Eppendorf

CELLSTAR® Tubes 50 ml

1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®

Schott

Abbott Diagnostics



Kapitel 3: Material und Methoden 37

Chemikalien

Technozym®ADAMTS13, Technoclon, Osterreich:
12 ELISA-Teststreifen mit jeweils 8 Testvertiefungen
Waschpufferkonzentrat
Kalibratoren (Standards 1-5)
Kontrollplasmen (hoch und niedrig)
Aktivitatssubstrat
Konjugat
Inkubationspuffer
Antigensubstrat
Stabile Peroxidlésung
Stoppldsung fir Antigensubstrat
Abklebefolien

Aqua destillata, Delta Select

Medien
Waschpuffer: Wachpufferkonzentrat 1 Volumenteil
Aqua destillata 9 Volumenteile

3.3.4.1.2 Methode

Zur Vorbereitung des Versuchs werden alle Proben und die benétigten Testkomponenten
zun&chst auf Raumtemperatur gebracht. Wahrend die Plasmaproben fur die Versuchsdurch-
fihrung im unbehandelten, unverdiinnten Zustand verwendet werden, erfolgt die Rekon-
stitution der Kalibratoren und Kontrollplasmen mit 500 ml Aqua dest. innerhalb von 15
Minuten. AnschlieBend werden die Reagenzien fir 10 Sekunden vorgetextet; sie sind nun
gebrauchsfertig.

Im nachsten Schritt pipettiert man die Kalibratoren, Kontrollplasmen und Plasmaproben (je-
weils 50 ul im Doppelansatz) zligig in die Testvertiefungen der ELISA-Teststreifen, wobei
sowohl das exakte, blasenfreie Pipettieren als auch die genaue Dokumentation der Reihen-
folge der aufgetragenen Proben wichtig sind. Da pro Versuchsdurchlauf maximal sechs
Teststreifen mit jeweils acht Testvertiefungen verwendet werden kénnen, kénnen insgesamt
48 Proben gemessen werden. Mit Folie abgedeckt wird die ELISA-Platte im Anschluss auf
der Rittelplatte bei Raumtemperatur 120 Minuten inkubiert.

Mit Hilfe der Mehrkanal-Pipette wird die ELISA-Platte nach der Inkubation dreimal mit
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend gut ausgeklopft. Gleichzeitig kann die Rekonsti-
tution des Aktivitatssubstrats (FRETS-VWF73) mit 3 ml Aqua dest. stattfinden und nach
15 Minuten gemischt werden. Mit der Multipette werden dazu jeweils 50 ul Aktivitatssubstrat
pro Testvertiefung auf die gewaschene Platte pipettiert, wobei zu beachten ist, dass das Ak-
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tivitdtssubstrat unmittelbar nach der Rekonsitutionszeit zligig aufgetragen wird: laut Angaben
des Herstellers darf eine Pipettierzeit von zehn Sekunden pro Teststreifen nicht Uberschritten

werden.

Die kinetische Messung im Fluoreszenz Reader, die bei 30 °C und mit einer Filtereinstellung
von 340/450 nm 15 Minuten dauert, muss sofort nach dem Pipettieren des Aktivitadtssubstrats
begonnen werden. Wahrend der Messung werden jede Minute die ,relative fluorescence
units“ (RFU) gemessen, welche bei korrekter Einhaltung des Plattenlayouts hinsichtlich der
Kalibratoren, Kontrollplasmen und Doppelbestimmungen, als Rohdaten aus dem MARS Data
Analysis Programm entnommen und in die TECHNOZYM®ADAMTS13-Auswertesoftware

Ubertragen werden kénnen.

Zunachst wird eine lineare Standardkurve aus den Messergebnissen der Kalibrationen er-
stellt (Abb. 11):

x-Achse: ADAMTS-13 Aktivitat (%)

y-Achse: RFU/min (Steigung der Kinetikkurve)

TECHNOZYM ADAMTS-13 ELISA
Calibration curve

2.5 2

RFU/min

15
1
0.5 /

' ; : , .
0 20 40 60 80 100 120
ADAMTS-13 Activity %

Abb. 11: ADAMTS13-Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Fluoreszenz (aus (60)).

Die ADAMTS13-Aktivitat der Proben wird dann an der Standardkurve abgelesen. Die Aus-
wertbarkeit des Versuchsdurchlaufs wird durch die Kontrollwerte und den Variations-
koeffizient (CV) der Doppelbestimmungen, welcher nicht tber 15 % liegen sollte, angezeigt.
Die untere Nachweisgrenze der ADAMTS13-Aktivitat liegt bei diesen Messungen bei 2 %,
die obere bei 102,4 %.

Nach erneutem Waschen der Platte erfolgt im Anschluss die Antigenmessung. Hierzu wird
zunachst die Konjugatgebrauchslésung (anti ADAMTS13 POX) vorbereitet, indem ein Volu-
menteil Konjugat mit 50 Volumenteilen Inkubationspuffer verdinnt wird. Jeweils 50 pl dieser
Lésung werden dann mit der Multipette in die Testvertiefungen der Platte pipettiert, bevor die
Platte fir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf der Ruttelplatte inkubiert. Nach einer weiteren
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Waschung der Platte wird dann die Antigensubstrat-Arbeitslésung (HRP-Substrat) im Ver-
héltnis von einem Volumenteil stabiler Peroxidldsung und neun Volumenteilen Antigen-
substrats hergestellt. Von dieser Lésung werden erneut je 50 pl in die Testvertiefungen
pipettiert und anschlieBend wird die Platte nach Abdecken mit frischer Folie bei 37 °C fir 15
Minuten inkubiert. Zuletzt pipettiert man je 50 pl der fertigen Stopplésung in die Testvertie-
fungen und schittelt die Platte fir zehn Sekunden. Im Anschluss kann nun die Endpunkt-
messung bei 330/410 nm erfolgen. Wie bei der ADAMTS13-Aktivitatsbestimmung kann die
endgliltige Auswertung der dabei gewonnen Daten mit Hilfe der TECHNOZYM® ADAMTS-13

Auswertesoftware durchgefiihrt werden.
Die lineare Standardkurve zeigt an (Abb. 12):
x-Achse: ADAMTS-13 Antigenkonzentration (ug/ml)

y-Achse: relative fluorescence units (RFU)

TECHNOZYM ADAMTS-13 ELISA
Calibration curve

250
3
200 1

=2 //
L
o 100 /

50
0-0/‘, y = 1,9559x + 25,848

R?= 10,9984
0 . :

o 1 2 B 4 S 6 70 8 % 10
ADAMTS-13 Antigen in %

Abb. 12: ADAMTS13-Antigen in Abh&ngigkeit von der Fluoreszenz (aus (59, 60)).

3.3.4.2 Actifluor'ADAMTS13 Activity Assay (American Diagnostica)

Das Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay bestimmt mit Hilfe von FRET in vitro den Grad der
ADAMTS13-Aktivitat.

Obwohl das Testprinzip des Assays auf denselben Prinzipien beruht, die im Kapitel 3.3.4 be-
schrieben wurden, wird im Gegensatz dazu jedoch ALEXA488-VWF86, ein rekombinantes
FRET-Substrat, das auf dem Autoquenching von Fluorescien beruht, fir die ADAMTS13-
Aktivitatsmessung verwendet (61). Das ALEXA488-VWF86 Substrat wird hergestellt, indem
die A2 Domane des VWF-Proteins, D1596-R1668 (VWF73), gentechnisch verandert wird,
sodass die Tyrosin-Methionin Schnittstelle von ADAMTS13 von zwei Cysteinen eingerahmt
wird (Abb. 13). An diesen kdnnen die Fluor-Moleklle ALEXA488 andocken (Donor und Ak-

zeptor).
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FRET
ALEXA488 » . -~ , ALEXA488

NHg-RGSHHHHHHGS-DRE-C-APNLVYMVTGN-(LASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLQR-COOH

FRETS-VWF73-2Cys

ALEXA488 ALEXA488

NHz- RGSHHHHHHGS- DRE-C- MVTGN-L-ASDEIKRLPGDIOVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIODFETLPREAPDLVLOR-COOH

Fluoreszenz - Emission

Abb. 13: Struktur von FRETS-VWF84aa von D1596 bis R1668. Zwei neuartige Cystein-
Bindungsstellen fir Fluoreszenzmolekile wurden in das native VWF-Molekdl (Beginn bei DRE) einge-
fugt: erstes Fluorophor: P28C(ALEXA488), zweites Fluorophor: Q1599(ALEXA488). Die sechs
Histamine und zuséatzlichen Aminosauren vor der DER-Region sind aufgrund der Vektoreinfligung in
das Molekdl eingefligt worden. Untere Bildhélfte zeigt die Fluoreszenz-Emission der Fluorophore nach
Spaltung durch ADAMTS13.

Die Fluore der ALEXA-Gruppe weisen eine groBe Leuchtstarke und Stabilitét in einem brei-
ten pH-Bereich (pH 4 - pH 10) vor und sind mit vielen géngigen Fluorimetern kompatibel.
Zudem bendtigt man zu ihrer Auswertung lediglich eine geeignete Software und entspre-
chende Detektionsfilter (z.B Extinktion 2485 nm, Emission 2535 nm).

Das ALEXA488-VWF86-Substrat zeichnet sich durch seine Eigenschaft zum Self-Quenching
aus: da die Extinktions- und Emisstionsspekira des ALEXA488 (berlappen ist eine Anregung
des ALEXA488 gewahrleistet. Zudem ermdglicht dieser Test sowohl eine kinetische Mes-
sung des ADAMTS13-Gehalts der Probe, als auch eine Messung mit Hilfe der Endpunkt-
Methode. Die Wahl der Methode basiert dabei auf der Leistung des zur Verfigung stehen-
den Fluorimeters. Da in diesem Fall das Fluoroskan Ascent FL Fluorimeter zur Messung
genutzt wurde, existiert kein vorgegebener Messbereich, da alle Werte aus der errechneten
Standardkurve interpoliert werden kénnen und generell glltige Werte anhand der
Kalibrationsgeraden definiert werden. Die Testergebnisse werden in Sl Einheiten (ng/ml) an-
gegeben.
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3.3.4.2.1 Materialien

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

Actifluor™MADAMTS13 Activity Assay, American Diagnostica:
Fluoreszenz Mikrotiter Streifen (48 Testvertiefungen)
ADAMTS13 Standard
ADAMTS13 Positivkontrolle
DMSO
ALEXA488-VWF86 FRET Substrat
Assaypuffer
ADAMTS13 inaktiviertes Plasma

Aqua ad iniectabilia, Delta Select

3.3.4.2.2 Methode

Die Messung in diesem Versuchsaufbau wird mit der Endpunki-Methode durchgefihrt. Vor
Beginn des Tests werden alle mitgelieferten Reagenzien nach Herstellerangaben
rekonstituiert und alle Plasmaproben ziigig auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieBend
verdinnt man sieben ADAMTS13-Standards (120 pl) seriell in 1,5 ml Tubes (100 %, 50 %,
25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %, 0 %). Zudem werden die Plasmaproben (30 ul) und die Po-
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sitivkontrollen (30 pl) im Verhaltnis 1:2 mit ADAMTS13 inaktiviertem Plasma (30 pl) verdiinnt
und vorsichtig gemischt.

Im ersten Schritt pipettiert man 80 pl Assaypuffer in jede Testvertiefung und erwarmt den
restlichen Puffer im Warmeschrank auf 37 °C. Dann werden je 20 ul ADAMTS13-Standard in
die Vertiefungen A1/A2 bis G1/G2 und je 20 ul der verdlinnten Positivkontrolle in die Vertie-
fungen H1/H2 pipettiert. Da eine Doppelbestimmung durchgefuhrt wird, werden im Anschluss
noch je 20 ul der verdiunnten Plasmaproben in jeweils zwei Testvertiefungen (A3/A4 bis
H5/H6) pipettiert.

Als néchstes setzt man die Mikrotiterplatte in einen Fluoreszensreader ein (Ex= 485nm; Em=
535nm; Cut-Off bei 530nm; Temperatur 37 °C) und inkubiert diese bei 3 Minuten im
Fluoroskan. Wahrenddessen wird das ALEXA488-VWF86-Substrat mit dem vorgewarmten
Assaypuffer im Verhaltnis 1:25 verdiinnt, sodass nach Ende der Inkubationszeit je 100 pl des
verdiinnten Substrats in jede Testvertiefung pipettiert werden kénnen. Danach wird die Platte

kurz geschuttelt.

Die anschlieBende Fluoreszenzmessung erfolgt zunachst direkt nach Start der Reaktion
(T=0) und erneut nach 20-minutiger Inkubation im Fluoreszenzreader bei 37 °C (T=20). Da
das ALEXA488-VWF86-FRET-Substrat von ADAMTS13 an seinen Tyr/Met-Resten
proteolytisch gespalten wird, steigt die Fluoreszenz, welche in RFU als Messeinheit angege-
ben wird, aufgrund der entkoppelten ALEXA-Fluorochrome mit der Zeit an. Anhand der
unterschiedlichen Fluoreszenz zwischen der ersten und der zweiten Messung (ARFU) kann
dadurch die ADAMTS13-Aktivitdt berechnet werden. Hierzu erstellt man zunéchst eine
Kalibrationsgerade, indem man die Konzentration der Standards in ng/ml gegen ARFU auf-
tragt. Mit Hilfe dieser Geraden koénnen dann die ADAMTS13-Konzentrationen der
Plasmaproben in ng/ml bestimmt werden. Dabei ist zu beachten, dass die ermittelten Kon-
zentrationen mit dem Faktor zwei multipliziert werden missen, um die Konzentrationen der

unverdunnten Positiv- und Plasmaproben zu erhalten.

3.3.5 Imubind®ADAMTS13 ELISA (American Diagnostica)

Das Imubind®ADAMTS13 ELISA Kit dient zur Bestimmung der ADAMTS13-Antigen-Menge
und basiert auf dem Mechanismus eines Doppel-Sandwich-ELISA. Bei dieser Methode wird
das sich in der Probe befindliche ADAMTS13 an einen monoklonalen Fangerantikérper auf
der Titerplatte gebunden. Der entstandene Antigen-Antikdrper-Komplex kann dann durch ei-
nen biotinylierten polyklonalen Detektionsantikbrper markiert werden, an welchen sich
wiederum ein biotinylierter Zweitantikdrper binden kann. Zwischen dem Biotin der Antikérper
und Streptavidin aus dem Konjugat findet eine Farbreaktion statt, welche durch eine Reakti-
on zwischen TMB und Meerrettichperoxidase verstarkt wird.
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3.3.5.1 Material

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

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

Aqua ad iniectabilia, Delta Select

3.3.5.2 Methode

Zu Beginn des Versuchs werden samtliche mitgelieferten Reagenzien laut Herstellerangaben
rekonstituiert und eine serielle Verdinnung des ADAMTS13-Standards zu 100 ng/ml,
50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,12 ng/ml und 0 ng/ml durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck pipettiert man 200 pl des Standards in die Vertiefungen A1/A2 und je 100 pl des
Testpuffers in die Vertiefungen B1/B2 bis F1/F2. AnschlieBend werden 100 ul des Standards
aus Testvertiefung A1/A2 in Testvertiefung B1/B2 gegeben und kurz gerittelt. Dieser Vor-
gang wird bis einschlieBlich F1/F2 wiederholt. Zuletzt pipettiert man 100 ul der Probe aus
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F1/F2 heraus und verwirft diesen Rest. Zur Festsetzung des Nullwertes werden 100 pl Test-
puffer in Testvertiefung G1/G2 pipettiert.

Im nachsten Arbeitsschritt verdiinnt man die Plasmaproben im Verhaltnis 1:20 mit Testpuffer
und pipettiert je 100 ul Positivkontrolle bzw. verdiinnte Plasmaprobe in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte. Danach werden die Vertiefungen mit Folie abgedeckt und bei 37 °C fir eine
Stunde inkubiert.

Nach Ende dieser Inkubationszeit werden die Probeninhalte aus den Testvertiefungen ent-
fernt und die Mikrotiterplatte mit jeweils 200 pl Waschpuffer viermal fir je drei Minuten
gewaschen. Nach jedem Waschvorgang wird die Platte dabei auf einem Papiertuch kréftig
ausgeklopft.

Im Anschluss pipettiert man je 100 ul Detektions-Antikdrper in jede Vertiefung, deckt die Plat-
te mit Azetatfolie ab und inkubiert diese erneut fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf der

Ruttelplatte bei 250 rpm. Es folgt ein weiterer Waschvorgang wie oben beschrieben.

Als néchstes werden 100 pl Enzym-Konjugat in jede Vertiefung pipettiert, fir 30 Minuten auf
der Ruttelplatte bei Raumtemperatur inkubiert und die Platte wiederholt viermal flr je drei

Minuten ausgewaschen.

Unmittelbar nach dem letzten Waschvorgang pipettiert man 100 pl Substrat in die Testvertie-
fungen und lasst den Reaktionsansatz nach Abdecken mit Azetat-Folie flr finf Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren, wodurch sich eine blaue Farbreaktion entwickelt. Um diese Re-
aktion zu stoppen, werden 50 pl 0,5 M H,SO, in die Vertiefungen pipettiert und durch
Schwenken gleichmaBig in der Vertiefung verteilt. Nun kann die Extinktion mit einem Spekt-
ralphotometer bei 450 nm Wellenlange innerhalb von zehn Minuten gemessen werden.

Mit Hilfe der Standardkurve, die durch das Auftragen der Mittelwerte der gemessenen
Extinktionswerte der einzelnen ADAMTS13-Standards gegen die entsprechenden
ADAMTS13-Konzentration erstellt wird, kann die ADAMTS13-Konzentration der verdinnten
Plasmaproben interpoliert werden. Um die entsprechende ADAMTS13-Konzentration der ur-
sprunglichen Probe zu erhalten, gilt es dabei zu beachten, dass die Messergebnisse mit dem
Faktor 20 multipliziert werden mussen, da die Proben im Verhéltnis 1:20 verdinnt worden

waren:
[ADAMTS1 3]Plasmaprobe = [ADAMTS1 3]verdi]nnte Plasmaprobe x 20
Da die Testergebnisse verfélscht werden kénnen, wenn das Plasma durch Thrombozyten

oder Erythrozyten kontaminiert ist, ist auf die genaue Verarbeitung des Plasmas zu achten.
Ebenso kdnnen ikterische und lipamische Proben die Testergebnisse verfalschen.
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3.4 Umrechnung der ADAMTS13-Aktivitatswerte

Die BCS-Methode nach Béhm und Technozym®ADAMTS13 berechnen die ADAMTS13-
Aktivitat in Prozent. Um die Einheiten in Internationale Standateinheiten (Sl) umzuwandeln,
mussen die Prozentergebnise mit dem Faktor 7,2 multipliziert werden.

Bei dem Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay, das die ADAMTS13-Aktivitat in SI-Einheiten
angibt, missen die Messergebnisse durch den Faktor 7,2 dividiert werden um ein vergleich-

bares Ergebnis in Prozent zu erhalten (Informationen interner Laboruntersuchungen).
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertung des Fragebogens

Der Patientenfragebogen wurde von insgesamt 87 Patienten beantwortet.

Unter den 87 Patienten waren 80 weibliche und finf mannliche Patienten, zwei Patienten
machten keine Aussage zu ihrem Geschlecht. 75 Patienten machten Altersangaben, aus de-
nen sich ein durchschnittliches Patientenalter von 43,5 Jahren (18 bis 81 Jahre) ergab. Die
haufigste Blutgruppe der Patienten war die Blutgruppe A (28,7 %), Blutgruppe 0 (25,3 %),
Blutgruppe B (13,6 %), die seltenste Blutgruppe AB (6,9 %) (siehe Haufigkeitstabelle 45 im
Anhang).

4.1.1 Allgemeine Patientendaten

65 Patienten litten unter einer erworbenen TTP und vier Patienten unter einer angeborenen
Form der TTP. 18 Patienten konnten keine Aussage Uber die Atiologie der thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura, unter der sie leiden, machen.

Das mittlere Gewicht der Patienten lag vor Therapiebeginn bei 74,5 kg (52-145 kg),
48 Patienten (55,2 %) beschrieben eine Gewichtsveranderung, die sich bei 21 Patienten als
eine Gewichtszunahme nach der Therapie beschreiben lasst. 2,3 % der Patienten hatten ei-
nen Gewichtsverlust in Folge der Therapie. Insgesamt lag das Kdérpergewicht der Patienten
nach der Therapie im Mittel bei 79,8 kg. 64 Patienten machten keine Angaben zu ihrem Kor-
pergewicht nach der Therapie.

Von 87 nehmen 43 Patienten regelmaBig Medikamente ein, 34 Patienten sind nicht auf Me-
dikamente angewiesen und zehn Patienten machten keine Aussage Uber ihre Medika-
menteneinnahme. Aus Tabelle 46 im Anhang lassen sich die verschiedenen Medikamente,
die von den Patienten eingenommen werden, ablesen. 17 Patienten berichten, dass die re-
gelmaBig L-Thyroxin einnehmen. Diese Aussage muss in Zusammenhang mit der folgenden
Auswertung der Vorerkrankungen der Patienten betrachtet werden.

4.1.2 Vorerkrankungen der Patienten

57,2 % der Patienten gaben mindestens eine weitere Vorerkrankung neben der TTP an (vgl.
Tabelle 47 im Anhang). 20,8 % der 44 Patienten mit Vorerkrankungen gaben an, dass sie an
einer Vorerkrankung leiden, die in Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen gebracht wer-
den kann. Erkrankungen, die in Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen stehen sind z. B.

Evans-Syndrom, Asthma Bronchiale, Hashimoto-Thyreoiditis, Neurodermitis und andere.
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Zwei Patienten litten unter mehr als einer autoimmunassoziierten Vorerkrankung. Tabelle 5
gibt eine genaue Ubersicht dariiber, welche Vorerkrankungen sich bei dem Patienten anam-
nestisch erheben lieBen. Bei gelb unterlegten Erkrankungen werden in der Pathophysiologie
der jeweiligen Erkrankung Zusammenhange mit autoimmunassoziierten Prozessen gesehen

oder vermutet. 24 Patienten machten keine Angabe Uber ihre Vorerkrankungen.

[Haufigkeit [Prozent |Guiltige Prozente [Kumulierte Prozente}
|Galtig Keine 29 28,7 37,7 37,7
Asthma bronchiale 3 3,0 3,9 41,6
COPD 1 1,0 1,3 42,9|
Herzinsuffizienz 1 1,0 1,3 442
Lungenemphysem 1 1,0 1,3 45,5
Hypertonie 4 4,0 5,2 50,6
Hashimoto-Thyreoiditis 3 3,0 3,9 54,5
Meningitis 1 1,0 1,3 55,8
Hypothyreose 5 5,0 6,5 62,3
Karzinom 4 4,0 5,2 67,5
Tuberkulose 2 2,0 2,6 70,1
Neurodermitis 1 1,0 1,3 71,4
Restless-Leg-Syndrom 1 1,0 1,3 72,7
Sharp-Syndrom 1 1,0 1,3 74,0
M. Crohn 1 1,0 1,3 75,3]
KHK 1 1,0 1,3 76,6
Schlafapnoe 1 1,0 1,3 77,9
HWS-Syndrom 1 1,0 1,3 79,2
VWS 1 1,0 1,3 80,5
Keratokonus 1 1,0 1,3 81,8
rheumatoide Arthritis 1 1,0 1,3 83,1
Depression 1 1,0 1,3 84,4
Diabetes mellitus 1 1,0 1,3 85,7
Epilepsie 1 1,0 1,3 87,0
Kinderkrankheiten 1 1,0 1,3 88,3
Tonsillektomie 2 2,0 2,6 90,9
Appendektomie 1 1,0 1,3 92,2
Rachitis 1 1,0 1,3 93,5
Ulcus ventriculi 1 1,0 1,3 94,8
Apoplex 1 1,0 1,3 96,1
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Evans-Syndrom 1 1,0 1,3 97,4
Thrombose 1 1,0 1,3 98,7
Hyperthyreose 1 1,0 1,3 100,0
Gesamt 77 76,2 100,0

Fehlend System 24 23,8
Gesamt 101 100,0

Tabelle 5: Auflistung der Vor- und Begleiterkrankungen der TTP Patienten. Gelb unterlegte Erkran-
kungen: mdoglicher Zusammenhang zu autoimmunassoziierten Prozessen. COPD: chronisch

obstruktive Lungenerkrankung; M.: Morbus; KHK: koronare Herzkrankheit, HWS: Halswirbels&ule.

4.1.3 Datenerhebung zum TTP-Erkrankungsverlauf

Um sich dem Krankheitsbild der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura anzunahern,
mdgliche Ursachen fir die Erkrankung zu finden und ihren Verlauf zu beurteilen, wurden die
Patienten zu Beginn der Befragung gebeten anzugeben, unter wie vielen Krankheitsschiilben
sie bereits litten. 51,2 % der 87 Befragten erlitten zum Zeitpunkt der Befragung erst einen
manifesten Schub. 47,2 % der Patienten erkrankten jedoch schon rezidivierend. Drei Patien-
ten machten keine Angaben. Die genaue Anzahl an TTP-Erkrankungen kénnen der Tabelle

48 im Anhang enthommen werden.

Die Patienten wurden danach gefragt, ob sie Angaben zu den vermuteten Auslésern ihrer
TTP-Schibe machen kdnnen. Dabei wurden die haufigsten Faktoren abgefragt, die einen
Ausbruch der thrombotisch thrombozytopenischen Pupura hervorrufen kénnen. Unter den 87
Patienten litten 48,8 % Patienten bereits unter rezidivierenden TTP-Schiiben, weshalb alle
genannten Triggerfaktoren zusammen beurteilt wurden. 18 % der Befragten konnten keine
moglichen Trigger far den Ausbruch der Krankheit bei sich nennen oder beantworteten die
Frage nicht. Bei 38,7 % der aufgetretenen TTP-Schibe wurde ein Zusammenhang mit einer
begleitenden oder vorangegangenen Infektion vermutet. In 24,3 % der Félle wurden Medi-
kamente als Triggerfaktoren flr das Auftreten der TTP verantwortlich gemacht. Bei 5,4 % der
TTP Patientinnen trat eine schwangerschaftsassoziierte TTP auf und bei 13,5 % der unter-
suchten TTP-Schibe wurden andere Ursachen fur das Auftreten der Erkrankung vermutet.
Keiner der Patienten aus der der Kohorte erkrankte an der TTP nach einer
Knochenmarkstransplantation. Tabelle 6 gibt einen Uberblick (iber die vermeintlichen Auslo-
ser der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura bei den befragten Patienten.
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Haufigkeit Prozent Gultige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig Keine Angaben 20 18,0 18,0 18,0
Infektion 43 38,7 38,7 56,8
Medikamente 27 243 243 81,1
Schwangerschaft 6 54 54 86,5
sonstige 15 13,5 13,5 100,0

Gesamt 111 100,0 100,0

Tabelle 6: Die hdufigsten Ausldser und Trigger einer TTP.

Einige Patienten konnten spezifische Angaben zur Art der Trigger-Infektion oder der urséch-
lichen Medikamente machen. Sofern mdglich wurden in Tabelle 49 im Anhang die oben
genannten Ursachen weiter aufgeschlliisselt. So ergab sich, dass besonders Kontrazeptiva
(6,3 % der Auslbser) eine Triggerfunktion zugeordnet werden konnte. Bei 3,6 % der TTP-
Episoden konnten vorausgegangene Antibiotikatherapien, wie zum Beispiel mit einem
Chinolon oder Clarithromycin, als Trigger ausgemacht werden. Auch wurden Infekte der obe-
ren Atemwege (1,8 %) oder des Gastrointestinaltrakts (3,6 %) haufiger mit dem Auftreten der
TTP in Verbindung gebracht. Neben den bereits Genannten konnte unter dem Punkt ,sonsti-
ge”“ Triggerfaktoren eine langere Periode von kérperlichem und psychischem Stress (3,6 %)
bei den Patienten als Ursache gesehen werden.

Durch die Pathophysiologie der Erkrankung ergeben sich eindrucksvolle Leitsymptome, die
auf das Vorliegen einer thrombotisch thrombozytopensichen Purpura hinweisen kénnen. Um
zu erfahren, wie typisch die unter 2.3.2 beschrieben Symptome, die zur Diagnosestellung
herangezogen werden, sind, wurden die Patienten darum gebeten, die Symptome zu Beginn
einer TTP-Manifestation retrospektiv zu schildern. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht (iber die
haufigsten Leitsymptome der TTP (siehe auch Kapitel 2.3.2), Tabelle 50 (im Anhang) zeigt
eine detaillierte Auflistung der Symptome.
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|[Haufigkeit [Prozent |Guiltige Prozente [Kumulierte Prozente

|Galtig starke Kopfschmerzen 32 14,3 15,4 15,4
Kribbeln, Taubheitsgefiihl 15 6,7] 7,2 22,6
Sehstérung 18 8,1 8,7 31,3]
Somnolenz 27 12,1 13,0 442
sonstige, siehe Tab. 50 116 52,0 55,8 100,0
Gesamt 208 93,3 100,0

Fehlend System 15 6,7

Gesamt 223 100,0

Tabelle 7: Durch das Auftreten von Thromben in der Mikrozirkulation werden bestimmte Leitsympto-

me der TTP hervorgerufen, die in dieser Tabelle dargestellt wurden.

Da fast 50 % der Patienten rezidivierende Krankheitsepisoden erlitten, wurden die Leitsymp-
tome zusammengefasst. Somit ergab sich, dass 87 Patienten insgesamt 208 Symptome
beschrieben. Am haufigsten wurden starke Kopfschmerzen (15,4 %) und Somnolenz
(13,0 %) als Erstsymptome bei einem neuauftretendem TTP-Schub genannt. Neben den in
Tabelle 7 beschriebenen Symptomen fanden sich unter dem Punkt ,sonstige” vermehrt
Sprachstérungen (8,2 %), Hamatome (7,7 %) und Petechien (6,3 %). Weitere seltenere Erst-
symptome sind der Tabelle 50 im Anhang zu entnehmen. 15 Patienten machten keine

Angaben zu dieser Frage.

4.1.4 Therapieméglichkeiten der TTP

In der Fachliteratur wird regelmaBig Uber die sinnvollsten und erfolgversprechendsten The-
rapiemdglichkeiten der TTP diskutiert. Um Auskunft dariber zu erhalten, wie die Therapie-
moglichkeiten bei den befragten Patienten aussahen, wurden Fragen zur Therapie in den
Fragebogen integriert. Den Goldstandard der Therapie stellt die Plasmapherese (Plasma-
Exchange Therapie, PEX) dar.

Im Mittel erhielten die befragen TTP-Patienten 26,5 Plasmapheresen (Tabelle 8) und erlitten
bis zum Befragungsende (Januar 2011) im Durchschnitt 2,4 Schiibe einer thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (Tabelle 48 im Anhang). Da 41 Patienten rezidivierend an
TTP erkrankten, wurde die Haufigkeit der Plasmapheresetherapie fir alle Krankheitsepiso-
den zusammengefasst. Zusatzlich wurden die durchgeflhrten Plasmapheresetherapien in
Zehner-Gruppen zusammengefligt, um eine vereinfachte Darstellung zu ermdglichen. Bei
23 % der Patienten mussten 21-30 PEX vorgenommen werden, um den Ausbruch der TTP
zu heilen. In 17,2 % der Krankheitsfélle reichte eine kurze Therapie mit nur 1-10 PEX aus,
um die Betroffenen in eine Remission zu flhren. Von einigen Patienten wurde berichtet, dass

bis zu 50 PEX nétig waren, um in ihrem Falle eine Remission zu erreichen. 12,6 % der Be-
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fragten machten keine Angaben zu dieser Frage. Bei der Befragung wurde speziell darauf
geachtet, dass die Anzahl der Plasmapherese-Sitzungen gezahlt wurden, nicht die Anzahl

der transfundierten Plasma-Konserven.

[Haufigkeit Prozent |Giltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Glltig Fehlend 11 12,6 12,6 12,6
1-10 PEX 15 17,2 17,2 29,9
11-20 PEX 18 20,7 20,7 50,6
21-30 PEX 20 23,0 23,0 73,6
31-40 PEX 11 12,6 12,6 86,2
41-50 PEX 3 3,4 3,4 89,7
51-60 PEX 7 8,0 8,0 97,7
61-70 PEX 1 1,1 1,1 98,9
71 und mehr PEX 1 1,1 1,1 100,0
Gesamt 87 100,0 100,0

Tabelle 8: Anzahl der durchgeflihrten Plasmapheresen bei den TTP-Schiiben. Fir eine bessere
Ubersicht wurde die Anzahl der erhaltenen Plasmapheresen in Gruppen zusammengefasst. (PEX:
Plasma-Exchange-Therapie).

Im zweiten Folgefragebogen wurde zusétzlich erfragt, ob eine zuséatzliche ,Off-label” Thera-
pie mit Rituximab, MapThera®, neben der Plasmapherese erfolgte. Dazu musste die
Patientengruppe selektiert werden, wobei nur Patienten gewertet werden konnten, die den
zweiten Fragebogen beantwortet hatten (76 Patienten). 27 Patienten erhielten zusatzlich zur
Plasmapheresetherapie eine Behandlung mit Rituximab, um eine schnellere Remission zu
erreichen. 40 der 76 Patienten erhielten keine zusatzliche immunmodulierende Therapie,

neun Patienten konnten keine Aussage zu dieser Frage machen. (vgl. Tabelle 9).

Haufigkeit Prozent Gltige Prozente Kumulierte Prozente
Gultig Fehlend 9 11,8 11,8 11,8
ja 27| 35,5 35,5 47.4
nein 40 52,6 52,6 100,0
Gesamt 76 100,0 100,0

Tabelle 9: Anzahl der Patienten die zusétzlich zur Plasmapherese-Therapie noch Rituximab erhielten.

Die Kreuztabelle 10 zeigt, wie sich der Einsatz von Rituximab zur Anzahl der Plasmaphere-
sen verhalt. Insgesamt konnten Antworten von 72 Patienten fir diese spezielle Auswertung
herangezogen werden. Eine Therapie mit Rituximab wurde am haufigsten bei einem Krank-
heitsverlauf, der 21-30 Plasmaaustausch-Therapien erforderte, eingesetzt (in 10 von 17
Fallen). Bei Erkrankungen, die gut auf die Plasmapherese ansprachen (Revision nach 1-20
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PEX) wurde in 20 von 28 Fallen auf eine Therapie mit Rituximab verzichtet. Bei schweren
Krankheitsverlaufen mit 51 bis 60 PEX zeigte sich, dass dort eine zusatzliche Therapieoption
in Erwagung gezogen wurde. Bei einem schweren Therapieverlauf mit mehr als 71 Plasma-
pheresen wurde jedoch keine zusétzlich Rituximab-Therapie durchgefihrt.
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4.1.5 Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie

Es folgt eine Untersuchung der Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie bei Patienten
mit thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura. Bekannt ist, dass durch die Gabe von
Fresh Frozen Plasma eine Reihe von Nebenwirkungen hervorgerufen werden kénnen. Im
Fragebogen wurden die haufigsten unerwinschten Nebenwirkungen der Plasmapherese er-
fragt.

Zu diesen zahlen Schuttelfrost, Hautausschlage (Urtikaria), Kopfschmerzen, Hitzegefihl,
Parasthesien, Tachykardie, Hypotonus und Kollaps. Bei der Befragung ergab sich, dass von
87 Patienten nur vier Patienten unter keinen Nebenwirkungen wéhrend der Therapie litten.
66 Patienten litten wenigsten unter einer Nebenwirkung, die sowohl durch die PEX an sich,
als auch durch das verabreichte Plasma hervorgerufen werden kénnen (Tabelle 51 im An-
hang). Abbildung 14 gibt eine Ubersicht dariiber, wie haufig die Nebenwirkungen bei den
Patienten aufgetreten sind. Kribbelparasthesien sind bei 64,4 % der Patienten wahrend der
PEX aufgetreten. Als zweithdufigste Nebenwirkung trat Schuttelfrost (61,2 %) auf. Kopf-
schmerzen (50,6 %), Tachykardie (36,8 %), Hitzegefihl (35,6 %), Urtikaria (34,4 %), Kollaps

(81 %) und Hypotonus (26,4 %) waren weitere haufige Nebenwirkungen der Patienten.

Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie

;\\’b
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Abb. 14: Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie (PEX) Weiter Nebenwirkungen, die wéhrend

der PEX auftraten lassen sich aus Tabelle 52 im Anhang entnehmen. Aus (62).

Zuséatzlich wurde erfragt, wie intensiv die Patienten die jeweilige Nebenwirkung der Therapie
empfanden. Besonders der aufgetretene Schittelfrost wurde von den Patienten haufig
(21,6 % der Faélle) als sehr schwere Nebenwirkung empfunden. Auch aufgetretene
Kollapszustdnde wurden von 9 % der Patienten als sehr schwer empfunden.
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Kribbelparasthesien waren die von den Patienten am haufigsten genannte Nebenwirkung,

das Kribbelgefiihl empfanden die meisten Patienten jedoch eher als leicht bis stark. Schwere

Kirbbelparasthesien empfanden 12,6 % der Patienten (siehe Tabelle 11).

[Haufigkeit [Prozent [Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente]
|Galtig nicht aufgetreten 23 26,4 31,1 31,1
sehr leicht 8 9,2 10,8 41,9
leicht 11 12,6 14,9 56,8]
maBig 6 6,9 8,1 64,9
stark 15 17,2 20,3 85,1
sehr stark 11 12,6 14,9 100,0
Gesamt 74 85,1 100,0
|Fehlend aufgetreten ohne Starkenangabe 5 5,7
System 8 9,2
Gesamt 13 14,9
IGesamt 871 100,0

Tabelle 11: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Kribbelparasthesie.

Die Nebenwirkung, die am zweithdufigsten von den Patienten beschrieben wurde, war

Schittelfrost. Insgesamt litten rund 60 % der Befragten unter Schittelfrost wahrend der

Plasmapheresetherapie. Dabei empfanden 23 % der Patienten nur sehr leichten oder leich-

ten Schuttelfrost, wohingegen bei 21,6 % der Plasmapheresepatienten sehr schwere

Schittelfrostattacken wahrend der Therapie auftraten (Tabelle 12).

Haufigkeit [Prozent |[Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig nicht aufgetreten 26 29,9 35,1 35,1
sehr leicht 6 6,9 8,1 43,2
leicht 11 12,6 14,9 58,1
maBig 9 10,3 12,2 70,3
stark 6 6,9 8,1 78,4
sehr stark 16 18,4 21,6 100,0
Gesamt 74 85,1 100,0
|Fehlend aufgetreten 5 5,7
ohne Starkenangabe
System 8 9,2
Gesamt 13 14,9
IGesamt 87| 100,0

Tabelle 12: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Schttelfrost.
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53,3 % der Patienten beschrieben Kopfschmerz als eine aufgetretene Nebenwirkung wéh-
rend der Therapie mit einem Plasmaaustausch. Hierbei wird von 28 % Patienten jedoch
angegeben, dass diese Nebenwirkung nur sehr leicht oder leicht aufgetreten war. Nur 6,7 %
der befragten Patienten litten unter starksten Kopfschmerzen wahrend der Plasmapherese-
therapie (Tabelle 13).

[Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig nicht aufgetreten 35 40,2 46,7 46,7
sehr leicht 14 16,1 18,7 65,3
leicht 7 8,0 9,3 74,7
maBig 10 11,5 13,3 88,0
stark 4 4,6 5,3 93,3
sehr stark 5 5,7 6,7 100,0
Gesamt 75 86,2 100,0
|Fehlend aufgetreten 4 4.6
ohne Starkenangabe
System 8 9,2
Gesamt 12 13,8
IGesamt 87| 100,0

Tabelle 13: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Kopfschmerz.

Eine weitaus seltenere Nebenwirkung, die von den Patienten beschrieben wurde, stellt die
Tachykardie dar (Tabelle 14). Ihr muss jedoch, im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Nebenwirkungen, durchaus mehr klinische Relevanz zugeschrieben werden. Von den be-
handelten Patienten gaben rund 36,8 % an, dass sie wahrend der Therapie unter Herzrasen
litten. Die Angaben zu den Schweregrad dieser Nebenwirkung schwankten bei der Befra-
gung sehr. Jedoch zeichnete sich ab, dass Patienten, die wahrend der Therapie unter
tachykarden Zusténden litten, diese eher als schwere bis sehr schwere Nebenwirkung ein-
stuften (17,1 % der Patienten).
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[Haufigkeit [Prozent |Giltige Prozente [Kumulierte Prozente

|Galtig nicht aufgetreten 47| 54,0 62,7 62,7
sehr leicht 8 9,2 10,7 73,3
leicht 2 2,3 2,7 76,0
maBig 5 5,7 6,7 82,7
stark 8 9,2 10,7 93,3
sehr stark 5 5,7 6,7 100,0
Gesamt 75 86,2 100,0

|Fehlend aufgetreten 4 4.6
ohne Starkenangabe
System 8 9,2
Gesamt 12 13,8

IGesamt 87| 100,0

Tabelle 14: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Tachykardie.

Fast genauso héaufig wie Tachykardien ist bei den befragten TTP-Patienten wahrend der

Plasmaaustauschtherapie Hitzegeflihl aufgetreten (35,6 %). Verglichen mit den anderen be-

schrieben Nebenwirkungen empfanden die Patienten das Hitzegefiihl jedoch als weniger

unangenehm. 11,8 % der Befragten beschrieben nur ein sehr leichtes Hitzegefihl, je 10,5 %

beschrieben ein leichtes bis maBiges Hitzegeflihl wahrend der Therapie (Tabelle 15).

[Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig nicht aufgetreten 48 55,2 63,2 63,2
sehr leicht 9 10,3 11,8 75,0
leicht 8 9,2 10,5 85,5
maBig 8 9,2 10,5 96,1
sehr stark 3 3.4 3,9 100,0
Gesamt 76 87,4 100,0
|Fehlend aufgetreten 3 3,4
ohne Starkenangabe
System 8 9,2
Gesamt 11 12,6
IGesamt 87| 100,0

Tabelle 15: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Hitzegefinhl.

Eine Nebenwirkung der Plasmapherese, die oft in der Literatur beschrieben wird, stellt Urti-

karia dar. Ein urtikarieller Hautausschlag wurde von 34,5 % der Patienten beschrieben. Die

Mehrheit der Patienten litt unter sehr leichten (9,1 %) bis maBigen (10,4 %) urtikariellen Be-

schwerden. Um einem Hautausschlag vorzubeugen wurden neun der 30 Patienten mit
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Hautausschlag mit Antihistaminika oder Cortison vor oder wahrend der PEX behandelt. Eine
Patientin erlitt einen allergischen Schock wahrend der Therapie (vgl. Tabelle 16 und 19).

[Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig nicht aufgetreten 50 57,5 64,9 64,9
sehr leicht 7] 8,0 9,1 74,0
leicht 3 3,4 3,9 77,9
maBig 8 9,2 10,4 88,3
stark 4 4.6 5,2 93,5
sehr stark 5 5,7 6,5 100,0
Gesamt 77 88,5 100,0
|Fehlend aufgetreten 3 3,4
ohne Starkenangabe
System 7| 8,0
Gesamt 10 11,5
IGesamt 87| 100,0

Tabelle 16: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Urtikaria.

Am seltensten wurden die ebenfalls schwerwiegenden Nebenwirkungen Hypotonus und
kollapsartige Zustande von den Patienten beschrieben.

Wahrend kollapsartige Zustédnde in verschiedenen Schweregraden bei 31 % der Patienten
auftraten, beschrieben 9 % der Patienten ihren Kollaps als besonders schwer, drei Patientin-
nen berichteten, dass sie wahrend der Behandlung in Koma fielen, eine andere Patientin
wurde flr mehrere Wochen intensivstationspflichtig. Die Mehrzahl der Patienten, 16,7 %, be-
richteten jedoch nur Uber leichte Kollapse, die ohne schwerwiegende Folgen flr sie blieben
(vgl. Tabelle 17).

Als eine Vorstufe zum Kollaps kénnte die Nebenwirkung Hypotonus gesehen werden. Uber
einen niedrigen Blutdruck klagten 26,4 % der Behandelten. 9,2 % der Patienten beschrieben
ihren Blutdruck als nur leicht erniedrigt wahrend der Therapie, wahrend ein starker bis sehr
starker Blutdruckabfall von 6,5 % der Patienten verzeichnet wurde (vgl. Tabelle 18).
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Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig nicht aufgetreten 52 59,8 66,7 66,7
sehr leicht 13 14,9 16,7 83,3
leicht 1 1,1 1,3 84,6
maBig 2 2,3 2,6 87,2
stark 3 3.4 3,8 91,0
sehr stark 7 8,0 9,0 100,0
Gesamt 78 89,7 100,0
Fehlend aufgetreten 1 1,1
ohne Starkenangabe
System 9,2
Gesamt 9 10,3
Gesamt 87| 100,0

Tabelle 17: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Kollaps.

|[Haufigkeit [Prozent |(Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig nicht aufgetreten 56 64,4 73,7 73,7
sehr leicht 7 8,0 9,2 82,9
leicht 5 5,7 6,6 89,5
maBig 3 3.4 3,9 93,4
stark 3 3.4 3,9 97,4
sehr stark 2 2,3 2,6 100,0
Gesamt 76 87,4 100,0
|Fehlend aufgetreten ohne Stéarken- 3 3,4
angabe
System 8 9,2
Gesamt 11 12,6
IGesamt 87| 100,0

Tabelle 18: Haufigkeitstabelle der Nebenwirkung Hyoptonus.

In Tabelle 61 im Anhang sind weitere Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie, die von

den Patienten beschrieben wurden, aufgelistet. Insgesamt wurden noch 35 weitere Neben-

wirkungen beschrieben. Haufig wurde Uber Kribbelparadsthesien in den Beinen oder im

Gesicht berichtet, sowie iber Midigkeit, Koma, Dyspnoe und Ubelkeit.

In der Konzeption des Fragebogens wurde berlcksichtigt, dass die Patienten unter mehreren

verschiedenen Nebenwirkungen wahrend der Therapie leiden konnten. Somit Iasst sich sta-

tuieren, dass nur 4,6 % der Befragten unter keinen Nebenwirkungen wéahrend des

therapeutischen Plasmaaustausches litten.
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Die Korrelationstabelle (Tabelle 19) beschreibt die Zusammenhange zwischen den verschie-
denen Nebenwirkungen. Blau markierte Felder symbolisieren Nebenwirkungen, die zum
5 %-Level signifikant oft zusammen auftraten. Rote Felder stehen fir Nebenwirkungen die
zum 1 %-Level signifikant haufig zusammen auftraten. Aus der Korrelationstabelle lasst sich
somit schlussfolgern, dass besonders kreislaufrelevante Nebenwirkungen wie Tachykardie,
Hypotonus und Kollaps zusammen auftraten. Kopfschmerz und Urtikaria gingen signifikant
h&aufig mit anderen Nebenwirkungen einher, wie zum Beispiel mit Hitzegeflhl, oder den oben
erwahnten kreislaufrelevanten Nebenwirkungen Tachykardie, Hypotension und Kollaps.
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Zudem wurden die Patienten befragt, mit welchem Plasmaprodukt sie behandelt wurden,
entweder dem Fresh-Frozen-Plasma aus Einzelblutspenden oder mit dem pharmazeu-
tisch hergestellten Poolplasma Octaplas®. Bei 70,1 % der Patienten wurden FFP fiir den
Plasmaaustausch verwendet. Nur drei Patienten wurden mit Octaplas® behandelt. 18,4 %
der Patienten konnten sich nicht erinnern, mit welchem Plasma sie behandelt wurden und

8 % machten keine Angabe zu dieser Frage (siehe Tabelle 53 im Anhang).

4.1.6 Allergien bei Patienten mit TTP

Ein weiterer Aspekt des Fragebogens war die Evaluierung von Allergien bei Patienten mit
thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura. Hierzu wurde eine allgemeine Allergie-
anamnese bei den Patienten durchgefiihrt. Mittels des Fragebogens wurden die haufigs-
ten Unvertraglichkeiten gegen Nahrungsmittel und Medikamente sowie Hyperreagibilitat
auf verschiedene Pollenarten, Lebensmittel, Hausstaubmilbe und sonstige Stoffe erfragt.

Bei der Befragung stellte sich heraus, dass 49,5 % der Patienten unter wenigstens einer
Hypersensibilitadt auf einen der oben genannten Stoffe leiden. 29,8 % der befragten TTP-
Patienten gaben an, dass sie hyperreagibel auf mehr als einen Stoff seien. 3,4 % der
Teilnehmer machten keine Angaben zu dieser Frage (vgl. Tabelle 54 im Anhang). Insge-
samt litten 10,3 % der TTP-Patienten unter einer Nahrungsmittelallergie, 18,4 % der
Patienten gaben an, unter einer Pollenallergie zu leiden, und ebenso viele haben eine
Medikamentenunvertraglichkeit. Auf Hausstaubmilben reagierten 13,8 % der Befragten
sensibel und auf Metalle reagierten 10,3 % der Patienten (vgl. Haufigkeitstabellen im An-
hang, Tabellen 55 - 59). Abbildung 15 zeigt eine genaue Auflistung der Allergietypen unter
denen die befragten Patienten litten. Eine Korrelation zwischen der Allergieanzahl und der

aufgetretenen TTP-Manifestationen (siehe Tabelle 60 im Anhang) war ohne Signifikanz.
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Prozent

haufige Allergien

Abb. 15: Die haufigsten Allergien der TTP-Patienten.

Durch die Gabe von Plasmapraparaten kdnnen allergische Reaktionen auf das substitu-
ierte Fremdplasma oder auf das zur Antikoagulation verwendete Citrat bei den Patienten
hervorgerufen werden. Tabelle 20 zeigt, bei welchen Plasmapraparaten sich Reaktionen
auf das Fremdplasma ereigneten. Bei 34,5 % der Patienten traten allergische Reaktionen
auf das verabreichte FFP auf. Auf Octaplas® reagierten 2,4 % der Patienten allergisch.
Die allergischen Reaktionen kénnen sich in unterschiedlichen Formen manifestieren (sie-
he Tabelle 21). Haufig, bei 11,1 % der Falle, traten Urtikaria auf, Pruritus trat bei 3,9 %
der Patienten auf. Als besonders schwere allergische Zwischenfalle ist der
anaphylaktische Schock zu nennen, der bei zwei Patienten auftrat. Drei Patienten fielen
aufgrund von Uberempfindlichkeit gegen das Plasma ins Koma und mussten auf der In-

tensivstation versorgt werden.

Haufigkeit Prozent | Gultige Prozente | Kumulierte Prozente
Galtig keine AR 53 60,9 63,1 63,1
AR auf FFP 29 33,3 34,5 97,6
AR auf s/d-Plasma 2 2,3 2,4 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend  System 3 3,4
Gesamt 87 100,0

Tabelle 20: Anzahl der allergischen Reaktionen auf das substituierte Fremdplasma bei der PEX.

AR: allergische Reaktion, PEX: Plasmaexchange Therapie.
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In Tabelle 21 sind die verschiedenen allergischen Reaktionen auf das substituierte Plas-
ma zusammengefasst. Es konnten bei dieser Frage mehrere Reaktionen gleichzeitig
angeben werden, wodurch bei dieser Frage 46 Antworten erhoben werden konnten. Ta-
belle 21 schildert die genauen Ereignisse, die die Patienten als allergische Reaktionen auf
das Fremdplasma angaben.

Haufigkeit Prozent | Giltige Prozente | Kumulierte Prozente

Gultig keine AR 53 51,5 53,5 53,5
anaphylaktischer Schock 2 1,9 2,0 55,6
Nausea 2 1,9 2,0 57,6
Angioddem 3 2,9 3,0 60,6
Hypotonie 4 3,9 4.0 64,6
Kribbelparasthesie 4 3,9 4.0 68,7
Pruritus 4 3,9 4,0 72,7
Schiittelfrost 7 6,8 71 79,8
Urtikaria 11 10,7 11,1 90,9
andere 9 8,7 9,1 100,0
Gesamt 99 96,1 100,0

Fehlend  System 4 3,9

Gesamt 103 100,0

Tabelle 21: Allergische Reaktionen, die sich bei den Patienten auf die Verabreichung von Fremd-

plasma wahrend der PEX entwickelten. AR: allergische Reaktion.

In den meisten Féllen wurden die allergischen Reaktionen, die durch die Gabe von Plas-
mapraparaten aufgetreten sind, mit einem Antihistaminikum (12,4 %) oder
Kortikosteroiden (5,6 %) behandelt (vgl. Tabelle 61 im Anhang). Um citratassoziierte Ne-
benwirkungen zu behandeln, wurde den Patienten Calcium verordnet (6,7 %). Bei einem
Patient, der wahrend der Plasmapheresetherapie mit FFP einen anaphylaktischen Schock
erlitt, wurde die Therapie von FFP auf Octaplas® umgestellt. Bei 17,2 % der behandelten
Patienten traten die Reaktionen auf das verabreichte Plasma wiederholt auf. Bei 8 dieser
Patienten kam es zu einer bis vier Wiederholungsepisoden der allergischen Reaktionen
wahrend der PEX. Bei vier Patienten traten die allergischen Reaktionen wenigsten mit
funf bis neun Wiederholungen auf. Bei zwei Patienten traten die allergischen Reaktionen
bei jedem Plasmaaustausch auf (Ergebnisse nicht dargestellt).

Unter den Patienten, die wiederholt unter allergischen Reaktionen auf das Plasmaprépa-
rat reagierten, gab es solche, bei denen eine antiallergische Therapie prophylaktisch vor
Beginn der Plasmapherese verordnet wurde. Eine zweite Gruppe von Patienten bekamen
Antihistaminika verordnet, wenn allergische Reaktionen wahrend der Plasmapherese auf-
getreten waren und eine dritte Gruppe litt, teilweise wiederholt, unter allergischen
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Reaktionen, ohne dass eine therapeutische Konsequenz gezogen wurde (14,6 %) (siehe
Tabelle 61 im Anhang).

Um eine Plasmapherese durchflihren zu kénnen, sind groBvolumige Zugange notwendig.
Diese kénnen peripher in der Vena brachialis oder in der Vena femoralis (als Shaldon-
Katheter) gelegt werden. Auch ein zentraler Dauerkatheter, der bevorzugt in der Vena
jugularis interna oder der Vena subclavia platziert wird, kann als zentrale Zugangsmaog-
lichkeit gewahlt werden. Ein peripherer Zugang in der Ellenbeuge unterliegt jedoch den
zentralen Zugangswegen. Da die Therapie oft mehrere Tage andauert und groBe Flissig-
keitsvolumina ausgetauscht werden muissen, bieten die zentralen Zugange mehr
Patientenkomfort und gréBere Sicherheit fir den Patienten wahrend der Therapie. Zentra-
le Zugdnge muissen jedoch operativ eingelegt werden, was unangenehm fir den

Patienten sein kann.

Tabelle 22 zeigt, wie bei 108 therapeutischen Plasmapheresen die vendsen Zugange ge-
wahlt wurden. Bei vier Eingriffen wurde ein peripherer Zugang in der Ellenbeuge gewahilt.
Der Zentrale Venenkatheter stellt den effizientesten Zugang mit 72,9 % der gelegten Ka-
theter da. Als zweite Wahl wurden periphere Venenverweilkatheter in der Leiste gelegt
(23,4 %).

Haufigkeit Prozent Gltige Prozente | Kumulierte Prozente
Galtig Zugang Ellenbeuge 4 3,7 3,7 3,7
Zugang Leiste 25 23,1 23,4 27,1
ZVK 78 72,2 72,9 100,0
Gesamt 107 99,1 100,0
Fehlend  System 1 9
Gesamt 108 100,0

Tabelle 22: Punktionsorte flr Venenverweilkatheter fiir die Durchfiihrung der PEX. ZVK: Zentraler
Venenkatheter.

Bei 4,5 % der insgesamt 29 peripher gelegten Zugénge (Ellenbeuge und Leiste) gab es
Komplikationen, wie zum Beispiel Infektionen der Einstichstelle oder Blutungen. Im Ge-
gensatz dazu traten bei 35,6 % der 78 Zentralvenenkatheter (ZVKs) Komplikationen auf
(siehe Tabelle 62 im Anhang). Unter diesen Komplikationsfallen traten bei 14,2 % der Fal-
le Komplikationen wiederholt auf. Tabelle 63 im Anhang gibt einen Uberblick tiber die
Wiederholungstendenz der Komplikationen bei den Venenverweilkathetern.

Die Anlage des ZVKs ist ein risikobehaftetes, invasives Verfahren, das lebensbedrohliche
Komplikationen mit sich fihren kann. Die Patienten wurden danach gefragt, ob sie Angst
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vor der Anlage eines ZVKs hatten. 65,5 % der befragten Patienten bejahten dies (Tabelle
64 im Anhang).
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4.2 Untersuchung der verschiedenen Plasmapraparate

Vor mehr als 20 Jahren entwickelte die New Yorker Blutbank das sogenannte sol-
vent/detergent Verfahren. Eine Methode mit der sicher behlllte Viren abgetdtet werden
kénnen. Es stehen verschiedene chemische Kombinationen zur Auswahl um eine Virus-
freihat der Plasmapraparate zu gewéhrleisten Damit ein einheitlicher Qualitadtsstandard
gewahrleistet werden kann, missen die Hersteller regelmaBig ihre Produkte nach interna-
tionalen Richtlinien testen und sogenannte virus validation studies nach internationalen
Vorgaben erflllen. Zudem muss regelmaBig die Robustheit des pharmazeutisch herge-
stellten Plasmas Uberprift werden, damit der Verlust von Inhaltsstoffen auszuschlieBen ist
(63). In dieser Arbeit wurden das Fresh Frozen Plasma und das pharmazeutisch gewon-
nene Octaplas® auf inre ADAMTS13-Aktivitat untersucht, um herauszufinden, ob das
chemische solvent/detergent Verfahren Auswirkungen auf den ADAMTS13-Gehalt im
Plasma hat. Weiterfiihrend soll aus den Ergebnissen ein Schluss lber den Einsatz von
verschiedenen Plasmapraparaten zur Behandlung der TTP gezogen werden. Wie FFP
und Octaplas® gewonnen werden, wurde bereits ausfiihrlich unter 2.4 erlautert. Die unter-
suchten Plasmapréparate wurden von der Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin
Mainz (FFP) durch Herrn Prof. Dr. W. Hitzler und Herrn Dr. R. Conradi, sowie von der
Firma Octaplas GmbH Deutschland (Octaplas®) durch Herrn Dr. T. Franken fiir die Unter-
suchung dankenswerter Weise zur Verfligung gestellt.

4.2.1 ADAMTS13-Aktivitat in Fresh Frozen Plasma

Zur Durchfiihrung der ADAMTS13-Aktivitatsbestimmung wurden je flinf Chargen des FFP
verwendet. Die ADAMTS13-Enzymaktivitdt wurde mit verschiedenen etablierten Metho-
den getestet (siehe Methodenteil 3.2). Die folgende Aufstellung gibt die Ergebnisse der
Einzelmessungen wieder und stellt sie anschlieBend in einem Gesamtzusammenhang
dar. Zudem wird ein Vergleich zwischen dem als ,Referenzplasma“ verwendeten FFP und
dem pharmazeutisch produzierten Plasma, Octaplas®, erstellt.

4.2.1.1 BCS-Methode nach B6hm

Die BCS-Methode nach Béhm unterliegt einem Detektionslimit von 100 % ADAMTS13-
Aktivitat. Bei der Versuchsdurchfihrung mit den Chargen 0965977, 0932185, 0960994
und 0956523 konnten oft ADAMTS13-Aktivitatswerte von > 100 % detektiert werden. Um
genauer beurteilen zu kénnen, in welchem Aktivitdtsrahmen das gemessene Ergebnis tat-
sachlich liegt, wurden einige Proben in einer 50 %igen Verdinnung gemessen und
anschlieBend die vermuteten Werte flr eine unverdinnte Probe aus der Verdinnungsrei-

he errechnet (siehe hierzu Kapitel 3.3.1.2)
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Die Chargen 0965977, 0932185, 0960994 und 0956523 wurden sowohl unverdlinnt wie
verdinnt gemessen. Bei der ersten Messung der Chargen mit den Anfangsziffern 108-
und 101- wurde in der ersten Messung festgestellt, dass fast ausschlieBlich Aktivitaten
von 100 % ADAMTS13-Aktivitdt gemessen wurde. Um die Ergebnisse genauer interpre-
tieren zu kénnen, wurden die entsprechenden Chargen in einer 1:1 Verdinnung (50 %

Verdiinnung) gemessen.

Somit ergaben sich bei den Messungen des FFP der Blutgruppe A die hdchsten
ADAMTS13-Aktivitatswerte in der Charge 1018509 mit einem Durchschnitt von 127,68 %.
Die niedrigste Aktivitat lieB sich in der Charge 1018545 mit nur 84,38 % detektieren. Im
Durchschnitt enthalten die FFP-Proben der Blutgruppe A eine ADAMTS13-Aktivitat von
103,42 % (siehe Tabelle 24).

Die Messergebnisse der Versuchsreihen sind unter M 1- M 5 dargestellt. Tabelle 23 zeigt
die Ergebnisse der verdinnten Plasmaproben an, Tabelle 24 enthélt dann die interpolier-

ten Messwerte fir unverdiinnte FFP-Proben der Blutgruppe A.

Blutgruppe A M 1 M 2 M 3 M 4 M5 MW s
Charge #
0965977
90,5 % 90 % 78,5 % 100 % 98,8% | 91,56 % | 8,63
(unverddnnt)
0965977
26,89 %
(1:1)
1018505
65,3 % 48 % 27,75 % | 96,05 %
(1:1) 59,27 % | 28,92
1018509
64,25 % 53,4 % 67,7 % 70 %
(1:1) 63,84 % 7,35
1018517
56,35 % 35,3 % 30,15 % 68,1 %
(1:1) 47,48 % | 17,82
1018545
54,35% | 25,85 % 44.8 % 43,75 %
(1:1) 42,19 % | 11,89

Tabelle 23: Gemessene Werte (M 1- M 5) fir FFP der Blutgruppe A. Die Chargen 1018505,
1018509, 1018517, 1018545 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt. MW: Mittelwert,
s: Standardabweichung.

Die Ergebnisse der Verdiinnungsreihe zeigen, dass die Enzymaktivitat durch die Verdiin-
nung abnimmt. Jedoch schwanken die Ergebnisse zwischen den einzelnen Messungen

teils stark, was an der hohen Standardabweichung abgelesen werden kann.
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Errechnet man aus den obigen verdlinnten Plasmaproben die ADAMTS13-Aktivitat far
unverdinnte Proben erhélt man folgendes Ergebnis:

Blutgruppe A M1 M2 M3 M4 M5 MW s
Charge #
0965977
90,5 % 90 % 78,5 % 100% 98,8% 91,56 % | 8,63
(unverdiinnt)
0965977 53,78%
1018505 130,6 % 96 % 55,5% | 192,1 % 118,55 % | 57,85
1018509 128,5% | 106,8 % | 1354% | 140 % 127,68 % | 14,7
1018517 112,7% | 70,6 % 60,3% | 136,2 % 94,95 % | 35,64
1018545 108,7% | 51,7 % 89,6 % 87,5 % 84,38 % | 23,78
MW aller
Chargen der 103,42 % Sww =
Blutgruppe 18,66
A

Tabelle 24: Errechnete Werte (M 1- M 5) fur FFP der Blutgruppe A. Die Chargen 1018505,
1018509, 1018517, 1018545 wurden in dieser Tabelle aus der Verdinnungsreihe der FFP-Proben
der Tabelle 23 errechnet. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung.

Fresh Frozen Plasma der Blutgruppe A kann, abhangig von der Charge, ADAMTS13-
Konzentrationen mit einer Aktivitdt von Uber 100 % enthalten (siehe Mittelwerte Tabel-
le 24). Die Standardabweichung (s) macht hierbei eine Aussage Uber die Schwankungen
bei den gemessen Ergebnissen. Das Ergebnis zeigt, dass sich, je nach Charge, physiolo-
gische Aktivitdtsschwankungen von *43,3 % ergeben koénnen. Der Mittelwert aller
gemessenen Ergebnisse in Tabelle 24 liegt flr die Blutgruppe A bei 103,42 %
(s:£18,66 %).

Die Blutgruppen B, AB und 0 des FFP wurden wie die Blutgruppe A ebenfalls verdiinnt
und unverdinnt gemessen. Aus den 50 %igen Verdinnungen wurde dann, entsprechend
der Blutgruppe A, ein Aktivitatswert fir die unverdinnte Probe errechnet. Die Wertetabel-
len fr die Messung der verdlinnten Proben finden sich im Anhang (Tabellen 74 - 76). Im
Folgenden findet sich ein Uberblick tber die ADAMTS13-Aktivitdt von unverdiinnten
Plasmaproben verschiedener Blutgruppen.
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Wie bei der Blutgruppe A wurden auch bei der Blutgruppe AB die unverdlnnten
ADAMTS13-Aktivitatswerte der Charge 0932185 als Referenz gemessen. Die Chargen
1018511, 1018518, 1018519 und 1018548 wurden 50 %ig verdinnt und anschlieBend
aus dem gemessenen Aktivitdtswert (siehe Tabelle 65 im Anhang) der Wert fir eine un-
verdunnte Probe ermittelt, um auch Aktivitdtswerte von >100 % nachweisen zu kénnen.
(Tabelle 25).

Aus den fur die Blutgruppe B gemessenen Verdinnungen ergaben sich folgende
ADAMTS13-Aktivitatswerte:

Blutgruppe B

M1 M2 M3 M4 M5 MW S
Charge #
0932185 | 2779, | 100% | 457% | 916% | 100% | 9580% | 22,76
1018511 | 160,3% | 84.7% | 89.8% | 113.9 % 112,18 % | 3452
1018518 | 56,4% | 1093% | 61.9% | 97.6% 81,30% | 26,12
1018519 | 62.6% | 116,3% | 1432% | 78.5% 100,15 % | 36.48
1018548 | 30,8% | 100.6% | 139.3% | 1765 % 111,80 % | 62.26
MW aller
Chargen S =
9 80,22% |
der Blut- 12,79
gruppe B

Tabelle 25: Gemessene Werte (M1- M5) fur FFP der Blutgruppe B. Die Chargen 1018511,
1018518, 1018519, 1018548 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdiinnt (vgl. Verdinnungs-
reihe der Tabelle 65). AnschlieBend wurde der Wert flir eine unverdiinnte Probe errechnet. MW:

Mittelwert, s: Standardabweichung.

Die héchsten ADAMTS13-Aktivitatswerte, mit im Schnitt 112,18 %, konnten in der Charge
1018511 nachgewiesen werden. Die niedrigste Enzymaktivitat (81,3 %) wurde in der Pro-
be 1018518 gemessen. Insgesamt liegt die mittlere ADAMTS13-Aktivitat der gemessenen
Chargen der Blutgruppe B bei 80,22 %, und ist somit niedriger als die der Blutgruppe A
(103,42 %). Die Schwankungen (s) zwischen den einzelnen Messreihen (M) sind bei der
Blutgruppe B ausgepragter als bei den Ergebnissen der Blutgruppe A. Jedoch liegt die
Standardabweichung aller Mittelwerte fir die Ergebnisse des FFP der Blutgruppe B mit
12,79 % niedriger als die des FFP der Blutgruppe A (£ 18,66 %).
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Den obigen Darstellungen schlieBen sich die Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitatsunter-
suchung fur FFP der Blutgruppe AB an. Die unverdiinnten ADAMTS13-Aktivitatswerte der
Charge 0960994 gelten hierbei wiederum als Referenz. Die Chargen 1087532, 1018639,
1087544 und 1087570 wurden 50 %ig verdinnt und anschlieBend aus dem gemessenen
Aktivitatswert (siehe Tabelle 66 im Anhang) der Wert flr eine unverdiinnte Probe ermittelt,

um auch Aktivitatswerte von >100 % nachweisen zu kdnnen.

Aus den fir die Blutgruppe AB gemessenen Verdinnungen ergaben sich folgende
ADAMTS13-Aktivitatswerte:

Blutgruppe
AB M1 M2 M3 M4 M5 Mw S
Charge #
0960994 100 % 100 % 87,2 % 100 % 100 % 97,44 % 5,72
1087532 70,6 % 82,3 % 200 % 95,9 % 112,20 % | 59,44
1018639 33,4 % 90,6 % 200 % 171 % 123,75 % | 75,96
1087544 1409% | 55,3% | 1324% | 1571 % 121,43 % | 45,26
1087570 89,1 % 102 % 26,4 % 125,1 % 85,65 % 42,21
MW aller
Chargen 108,09 % Smw =
der Blut- 16,26
gruppe AB

Tabelle 26: Gemessene Werte (M1- M5) flr FFP der Blutgruppe AB. Die Chargen 1087544,
1087570, 1087532, 1018639 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdiinnt (vgl. Ergebnisse der
Verdinnungsreihe der Tabelle 66). AnschlieBend wurde der Wert fir eine unverdinnte Probe er-

rechnet. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung.

In der Charge 1018639 konnte die groBte ADAMTS13-Enzymaktivitat gemessen werden
(128,75 %), die Charge 1087570 zeigte die niedrigsten Messergebnisse mit 85,65 %. Im
Mittel liegen bei den Proben der Blutgruppe AB somit eine Enzymaktivitat von 108,09 %
vor. Die Schwankungen der Messergebnisse (vgl. s) sind bei dieser Blutgruppe hdher als
bei den zuvor untersuchten Blutgruppen. Die Standardabweichung fiir die Mittelwerte der
Blutgruppe AB liegt mit £ 16,26 % zwischen denen far FFP der Blutgruppe A (+ 18,66 %)
und B (+ 12,79 %).
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Die Blutgruppe 0 wurde wie die Proben der anderen Blutgruppen behandelt. Bei den Er-
gebnissen der Charge 0956523 handelt es sich um die Messergebnisse einer unver-
dinnten Plasmaprobe, die Chargen 1018501, 1018515, 1018526 und 1018541 wurden in
entsprechender 50 %igen Verdinnungen gemessenen (Ergebnisse siehe Tabelle 67 im
Anhang). Die Tabelle 27 gibt eine Ubersicht (iber die ADAMTS13-Aktivitatswerte in FFP
der Blutgruppe 0, die aus der Verdinnungsreihe errechnet wurden:

Blutgruppe 0

M1 M2 M3 M4 M5 Mw S
Charge #

0956523 752% | 100% | 70,9 % 989% | 100% | 99,45% | 14,65

1018501 115,9% | 76,9% | 87,2% 118,1 % 99,53 % | 20,63
1018515 127,9% | 63,4% | 175,9% | 1549 % 130,53 % | 48,87
155,9

1018526 65,7 % o 165,3% | 1721 % 139,75 % | 49,81
1018541 135,4% | 449% | 176 % 97,9 % 113,55 % | 55,78
MW aller Smw =
MW =

Chargen der 116,56 % 18,19

Blutgruppe 0

Tabelle 27: Gemessene Werte (M1- M5) fir FFP der Blutgruppe 0. Die Chargen 1018501,
1018515, 1018526 und 1018541 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt (vgl. Ergebnisse
der Verdlinnungsreihe der Tabelle 67). AnschlieBend wurde der Wert fir eine unverdiinnte Probe
errechnet. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung.

In der Charge 1018526 konnte der bislang héchste ADAMTS13-Gehalt von 139,75 %
gemessen werden. Der niedrigste Aktivitdtsgrad der Blutgruppe O wurde in der Charge
0956523 gemessen (99,53 %). Insgesamt zeigt die Blutgruppe 0 in Mittelwert aller Mes-
sungen die héchste ADAMTS13-Aktivitat (116,56 %) im Vergleich zu den anderen FFP-
Blutgruppen. Die Schwankungen zwischen den Messungen (M) werden durch die Stan-
dardabweichung (s) beschrieben. Die Standardabweichung fir alle Mittelwerte des FFP
der Blutgruppe 0 liegt mit £ 18,19 % etwas unter dem des FFP der Blutgruppe A.

Als abschlieBende Zusammenfassung der ADAMTS13-Aktivitadtsmessung von FFP mit
Hilfe der BCS-Methode nach Bdhm, zeigt die Abbildung 16 einen Uberblick. Die gestri-
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chelte Linie zeigt den Beginn der physiologischen ADAMTS13-Konzentration in Normal-

plasma.
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Abb. 16: FFP Blutgruppe A, Chargen von links nach rechts: 0965977 (unverdiinnt), 1018505,
1018509, 1018517, 1018545 (errechnete Werte); Blutgruppe B von links nach rechts: 0932185
(unverdinnt), 1018511, 1018518, 1018519, 1018548 (errechnete Werte); Blutgruppe AB von links
nach rechts: 0960994 (unverdlnnt), 1087532, 1018639, 1087544, 1087570 (errechnete Werte);
Blutgruppe 0 von links nach rechts: 0965977 (unverdinnt), 1018501, 1018515, 1018526, 1018541

(errechnete Werte).

Aus Abbildung 16 lassen sich deutlich die ADAMTS13-Aktivitatsunterschiede zwischen
den einzelnen FFP-Proben erkennen. Je nach Spender schwankt die ADAMTS13-
Aktivitat im FFP (hier zwischen 81,3 % und 139,75 %), auch zwischen den einzelnen
Blutgruppen schwanken die Messwerte. So lieBen sich in den Plasmaproben der Blut-
gruppe 0 die groBten ADAMTS13-Aktivitadtswerte detektieren, wohingegen Blutgruppe B
die niedrigsten ADAMTS13-Werte zeigte.

Um spater einen Gesamtvergleich ziehen zu kénnen, wurden die Mittelwerte der Proben
0965977 (A), 0932185 (B) , 0960994 (AB) und 0956523 (0) von der Angabe in Prozent in
die Standardeinheit ng/ml umgerechnet (siehe Kapitel 3.4). Das Ergebnis ist der Tabelle

28 zu entnehmen.
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Probe FFP A FFP B FFP AB FFP 0

MW in ng/ml 744,62 577,58 778,25 839,23

Tabelle 28: umgerechnete Mittelwerte in die Standardeinheit ng/ml. Ergebnisse fir Blutgruppe A,
B, AB, 0 gemessen mit der BCS-Methode nach B6hm.

4.2.1.2 Technozym®ADAMTS13

Eine weitere ADAMTS13-Aktivitatsmessmethode wird von der Firma Technoclone unter
dem Namen Technozym®ADAMTS13 vertrieben. Der Technozym®ADAMTS13 Assay be-
ruht auf einem grundlegend anderen Detektionsprinzip als die oben vorgestellte BCS-
Methode nach Bdéhm (siehe hierzu Kapitel 3.3.4.1). Die detektierte ADAMTS13-Aktivitat
wird bei Technozym®ADAMTS13 ebenfalls in Prozent angegeben. Das Detektionslimit
liegt bei dieser Methode bei 104,6 %. Der Normalbereich fir die ADAMTS13-Aktivitat liegt
laut Herstellerangaben zwischen 50 — 150 %.

Um einen Uberblick Giber die Messwerte der verschiedenen Methoden zu erhalten wurden
nur die FFP-Proben der Chargen 0965977, 0932185, 0960994 und 0956523 unverdiinnt

gemessen (Tabelle 29).




Kapitel 4: Ergebnisse 75

Messung FFP A FFP B FFP AB FFP 0
1 55,42 % 72,00 % 92,52 % 72,04 %
2 57,55 % 72,90 % 100,00 % 73,60 %
3 85,51 % 31,35 % 100,00 % 91,84 %
4 79,04 % 83,16 % 100,00 % 90,68 %
5 73,29 % 104,60 % 61,39 % 104,60 %
6 80,76 % 104,60 % 30,44 % 104,60 %
7 31,74 % 44,26 % 24,63 % 49,40 5

Mittelwert 66,19 % 73,27 % 80,73 % 83,82 %
s 19,05 27,87 33,8 20,01

MW aller 76,00 % (Spw = 7,09)

Tabelle 29: Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitatsmessungen mit Technozym®ADAMTS-13 der
FFP-Chargen 0965977 (A), 0932185 (B), 0960994 (AB) und 0956523 (0). Alle Angaben in Prozent.
MW: Mittelwert, s: Standardabweichung.

Die Proben der Blutgruppe 0 zeigen bei dieser Methode wiederum, wie auch bei den Er-
gebnissen mittels BCS-Methode nach Béhm, die héchsten ADAMTS13-Aktivitdtswerte mit
83,82 %. Die niedrigsten Aktivitdtswerte lieBen sich in der Blutgruppe A nachweisen. Wie
schon bei der BCS Methode nach B6hm zeigen sich auch hier Schwankungen zwischen
den einzelnen Blutgruppen, die durch die Standardabweichung definiert wurden. Im Ver-
gleich zu den Ergebnissen, die mittels der BCS-Methode nach Béhm ermittelt wurden,
fallen die Enzymaktivitaten, die mit Technochnozym®ADAMTS13 detektiert wurden, je-

doch niedriger aus (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Im Vergleich zwischen den beiden Methoden Technozym®ADAMTS13 und BCS-Methode
nach B6hm zeigt die Abbildung, dass die Technozym®ADAMTS13 deutlich niedrigere Aktivitats-

werte in der gleichen Probe detektiert.

Wie bei der BCS Methode nach Béhm mussen die Ergebnisse der
Technozym®ADAMTS13-Messung fiir einen allgemeinen Vergleich von Prozent in Stan-
dardeinheiten in ng/ml umgerechnet werden (Tabelle 30).

Probe FFP A FFP B FFP AB FFP 0

MW in ng/ml 476,57 527,54 581,26 603,50

Tabelle 30: Umgerechnete Mittelwerte in die Standardeinheit ng/ml. Ergebnisse flr die Blutgrup-
pen A, B, AB, 0 gemessen mit Technozym®ADAMTS13 Assay.

4.2.1.3 Actifluor'ADAMTS13

Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay unterscheidet sich, wie im Methodenteil unter 3.3.4
beschrieben, in mehreren Punkten von den anderen Methoden zur ADAMTS13-Aktivitats-
messung. Hier sind die Messwerte der Aktivitdtsuntersuchung nicht in Prozent angegeben
sondern in Sl-Einheiten (ng/ml). Durch einen Umrechnungsfaktor, der unter 3.4 beschrie-
ben wurde, kann man das Ergebnis in Prozent umrechnen und somit die Ergebnisse
untereinander vergleichen. Als Normalbereich gibt American Diagnostica einen
ADAMTS13-Aktivititsgehalt zwischen 360 ng/ml — 720 ng/ml fiir das Actifluor™-
ADAMTS13-Assay an.

Es wurden sieben Messreihen mit den unverdiinnten FFP-Proben der Chargen 0965977
(A), 0932185 (B), 0960994 (AB) und 0956523 (0) durchgefuhrt.
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Blutgruppe 0 zeigt wiederum die héchsten ADAMTS13-Aktivitdtswerte und wie auch bei
der Messung mit Technozym®ADAMTS13 enthalt die Plasmaprobe der Blutgruppe A den
niedrigsten ADAMTS13-Wert. Die Schwankungen der Messungen entsprechen mit einer
mittleren Standardabweichung von s = £ 109,42 ng/ml (entspricht s = 15,2 %) in etwa der
Standardabweichungsrate der anderen Methoden.

Tabelle 31 stellt die ADAMTS13-Aktivitdtswerte der gemessenen FFP-Proben der vier
Chargen dar:

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFPO
1 517,37 672,37 804,25 798,85
2 666,15 643,653 756,25 756,79
3 554,88 659,09 819,05 714,96
4 277,19 505,45 195,88 707,09
5 680,95 1002,45 934,12 949,60
6 752,94 908,56 799,53 1133,66
7 632,69 613,99 807,40 893,21
Mw 583,17 715,08 730,92 850,59
S 156,25 175,23 242,18 153,95
MW aller 719,94 (syw = £ 109,42)

Tabelle 31: Ubersicht der ADAMTS13-Aktivitat in den Proben der Chargen 0965977, 0932185,
0960994 und 0956523. Angaben in ng/ml. Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (s) wurden
ebenfalls mit angegeben.

Abbildung 18 zeigt einen Vergleich der drei vorgestellten Methoden und der Messergeb-
nisse, die diese Methoden im Mittel fir die einzelnen FFP-Blutgruppen lieferten. Der
Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay misst jeweils die héchste Aktivitat in der gleichen
Probe, die Technozym®ADAMTS13-Methode dagegen die niedrigsten Enzymaktivitaten.
Die in der Abbildung gestrichelte Linie definiert den minimalen physiologischen
ADAMTS13-Aktivitatswert (360 ng/ml), der einer Aktivitat von 50 % entspricht.
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Abb. 18: Die Mittelwerte der FFP Proben 0965977, 0932185, 0960994 und 0956523 aller drei Me-
thoden im Vergleich. Technozym®ADAMTS13 misst im Vergleich die niedrigsten ADAMTS13-
Aktivitaten, wohingegen die Enzymaktivitdt gemessen mit Actifluor MADAMTS13 vergleichsweise
am hochsten ausféllt. Die schwarz-gestichelte Linie markiert die physiologische ADAMTS13-

Konzentration.

4.2.2 ADAMTS13-Aktivitit in solvent/detergent Plasma Octaplas®

4.2.2.1 BCS Methode nach Bohm

Die Messung des pharmazeutisch hergestellten solvent/detergent-behandelten Plasmas
(Octaplas®) mittels der BCS Methode nach Béhm wurde entsprechend den Messungen
von FFP durchgefiihrt. Zur Verflgung standen je eine Plasmaprobe aus den Chargen
A9271952/D (Blutgruppe A), A9272952/D (Blutgruppe B), A9275952/D (Blutgruppe AB)
und A4502452/0 (Blutgruppe 0). Das Octaplas® Plasma wurde in sieben Messreihen ver-
dinnt (siehe Anhang Tabelle 68) und unverdiinnt gemessen, wobei sich folgende

Ergebnisse ermitteln lieBen:
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Messungen Octaplas® A Octaplas® B | Octaplas® AB Octaplas®0
1 51,90 % 61,70 % 67,40 % 71,90 %
2 100,00 % 51,20 % 75,50 % 91,50 %
3 75,90 % 82,50 % 76,90 % 78,60 %
4 68,50 % 82,90 % 89,50 % 89,40 %
5 74,90 % 63,60 % 75,60 % 97,90 %
6 61,45 % 85,50 % 100,00 % 27,10 %
7 100,00 % 75,35 % 52,50 % 78,70 %
Mw 76,21 % 76,84 % 79,4 % 73,28 %
S 18,27 13,11 15,17 23,52

Tabelle 32: ADAMTS13-Aktivitat fir das pharmazeutisch hergestellte Octaplas®-PIasma. Gemes-

sen wurden die vier verschiedenen Octaplas®-Blutgruppen mit der BCS Methode nach B&hm.

MW: Mittelwert, s: Standardabweichung.

Octaplas® der Blutgruppe AB zeigte im Test mit der BCS-Methode nach Bohm die héchs-

te ADAMTS13-Aktivitdt, wohingegen Octaplas® der Blutgruppe 0 die niedrigsten

ADAMTS13-Aktivitatswerte verzeichnete. Die Messergebnisse schwanken zwischen

+ 13,11 % flir Proben der Blutgruppe B und * 23,52 % bei Messungen des Octaplas® 0.

Abbildung 19 zeigt die verschiedenen Chargen des Octaplas® im graphischen Zusam-

menhang, wobei die teils deutlichen Schwankungen (vgl. Standardabweichung s)

zwischen den einzelnen Messungen sichtbar werden. Die schwarzen Balken markieren

die jeweiligen Mittelwert-Ergebnisse der Blutgruppe. Die untere gestrichelte Linie markiert

die minimale physiologische ADAMTS13-Konzentration von 50 %.
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Abb. 19: Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitaitsmessung des Octaplas®-Plasmas. Die Ergebnisse
der sieben Messungen (M1 — M7 von links nach rechts) sind in entsprechender Reihenfolge aufge-
fuhrt. Die schwarzen Balken markieren die jeweiligen Gesamtmittelwerte der Proben.
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Tabelle 33 zeigt die ADAMTS13-Aktivitditen der FFP Chargen 0965977, 0932185,
0960994 und 0956523 und der vier Chargen Octaplas® im Vergleich:

Messung FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 90,5 % 77,7 % 100,0 % 75,2 %
2 90 % 100,0 % 100,0 % 100,0 %
3 78,5 % 457 % 87,2 % 70,9 %
4 100,0 % 91,6 % 100,0 % 98,9 %
5 98,8 % 100 % 100,0 % 100,0 %
Mittelwert 91,56 % 95,8 % 97,44 % 99,5 %
S 8,63 22,76 5,72 14,65
MW aller FFP 96,06 % (Sww = 3,35)
Octaplas® A Octaplas® B | Octaplas® AB Octaplas®0
1 51,9 % 61,7 % 67,4 % 71,9 %
2 100 % 51,2 % 75,5 % 91,5 %
3 75,9 % 82,5 % 76,9 % 78,6 %
4 68,5 % 82,9 % 89,5 % 89,4 %
5 74,9 % 63,6 % 75,6 % 97,9 %
6 61,5 % 85,5 % 100,0 % 27,1 %
7 100 % 75,35 % 52,5 % 78,7 %
Mw 76,21 % 76,84 % 79,4 % 73,28 %
S 18,27 13,11 15,17 23,52

Mittelwert aller
Octaplas®

76,43 % (SMW = 2,51)

Tabelle 33: ADAMTS13-Aktivitat im Vergleich zwischen FFP und Octaplas®. MW: Mittelwert,
s: Standardabweichung.

Insgesamt wurde in den Octaplas® Proben mit 73,28 % - 79,4 % ADAMTS13-Aktivitat eine
geringere Enzymaktivitdt nachgewiesen als in den Vergleichsproben des FFP (91,5 % -

97,44 %). Jedoch liegen die Schwankungen zwischen den einzelnen Blutgruppen beim
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Octaplas® in einem wesentlich kleineren Spektrum. Wahrend einige Plasmaproben sehr
stabile Messergebnisse lieferten (kleine Standardabweichung), gab es andere Proben,
deren Ergebnisspekirum weiter auseinanderlag (gréBere Standardabweichung), wodurch

ungenauere Ergebnisse berechnet wurden.

Die ADAMTS13-Aktivitatsmittelwerte von FFP schwanken zwischen den einzelnen Blut-
gruppen um = 8,4 %, beim solvent/detergent Plasma liegen die Aktivitatsschwankungen
zwischen den einzelnen Blutgruppen bei nur + 6,1 %. Die Standardabweichungen sind je-
doch bei beiden Plasmaarten im mittleren Vergleich nur sehr gering ausgepragt.
Abbildung 20 zeigt die Unterschiede der Enzymaktivitat zwischen den beiden Plasmapra-
paraten graphisch und gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse aus Tabelle 33.

B FFP H Octaplas®:
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40 - -

ADAMTS13-Aktivitédtin %

A B AB o] Mittelwert
Blutgruppen

Abb. 20: Graphische Darstellung der Tabelle 33. FFP (rot) zeigt im Durschnitt héhere ADAMTS13-
Aktivitaten als Octaplas® (blau). Der Mittelwert stellt die gemeinsame Schnittmenge aller vier Blut-
gruppen dar.

Um die Ergebnisse der verschiedenen Messmethoden miteinander vergleichen zu koén-

nen, mussen die Ergebnisse in SI-Einheiten in ng/ml umgerechnet werden.

Probe Octaplas® A Octaplas®B | Octaplas®AB Octaplas®0

MW in ng/ml 547,71 553,25 571,68 527,62

Tabelle 34: Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitdtsmessung in Octaplas®. Umrechnung der Ergeb-

nisse von Prozent in Sl-Einheiten in ng/ml, gemessen mittels BCS-Methode nach Bo6hm.




Kapitel 4: Ergebnisse 83

4.2.2.2 Technozym®ADAMTS13

Die Ergebnisse der Aktivitdtsmessungen des solvent/detergent Plasmas wurden unter
gleichen Bedingungen wie fir das Frischplasma, FFP, mittels der Technozym-ADAMTS13
Methode ermittelt. Tabelle 35 fasst die gemessene ADAMTS13-Aktivitat in den verschie-
denen Plasmaproben des Octaplas® zusammen.

Es ergab sich fur das s/d Plasma der Blutgruppe B und 0 die hdchsten Enzymaktivitaten,
die niedrigste Aktivitat lie sich im Plasma der Blutgruppe A nachweisen. Die Mittelwerte
dieser Versuchsreihe liegen fur alle untersuchten Blutgruppen eng beieinander (77,7 % -
82,8 %). Wie schon in Tabelle 33 bezieht sich auch in dieser Messreihe die Standardab-
weichung s auf die Schwankungen zwischen den einzelnen Messdurchldufen. Die Stan-

dardabweichung der Ergebnisse liegt im Durchschnitt bei + 22,4 %.

Messung Octaplas®A Octaplas®B | Octaplas® AB Octaplas®0
1 89,4 % 92,8 % 96,1 % 88,2 %
2 66,6 % 100,0 % 59,5 % 79,9 %
3 60,2 % 59,7 % 57,8 % 65,5 %
4 80,8 % 65,5 % 54,6 % 71,9 %
5 77,8 % 89,1 % 100,0 % 96,8 %
6 104,6 % 104,6 % 104,6 % 104,6 %
7 104,6 % 104,6 % 104,6 % 104,6 %
8 37,92 44,6 % 49,8 % 51,5 %

Mittelwert 77,7 % 82,6 % 78,4 % 82,9 %
S 22,7 22,9 24.8 19,2

MW aller 80,4 (syw = 2,70)

Tabelle 35: ADAMTS13-Aktivitat in Octaplas®-Plasma der Chargen A9271952/D (Blutgruppe A),
A9272952/D (Blutgruppe B), A9275952/D (Blutgruppe AB) und A4502452/0 (Blutgruppe 0). Mittel-
wert (MW), Standardabweichung (s).
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Abbildung 21 zeigt graphisch den Vergleich der ADAMTS13-Aktivitat zwischen den FFP
Chargen 0965977, 0932185, 0960994, 0956523 und den Ergebnissen des s/d-Plasmas
Octaplas® aus Tabelle 35. Gemessen wurden die in dieser Grafik dargestellten Ergebnis-
se mittels der FRET-Methode Technozym®ADAMTS13.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Tabelle 35. FFP (rot) zeigt im Durschnitt niedrigere
ADAMTS13-Aktivitaten als Octaplas® (blau). Der Mittelwert stellt die gemeinsame Schnittmenge al-
ler vier Blutgruppen dar.

Bei der Messung der beiden Plasmapraparate FFP und Octaplas® mittels
Technozym®ADAMTS13 wurden im Frischplasma FFP hdhere Enzymaktivititen bei den
Blutgruppen AB und 0 detektiert als fir das s/d-behandelte Plasma Octaplas®. Fir die
Blutgruppen A und B wurde im FFP weniger Enzymaktivitat gemessen, als im Octaplas®.
Die Mittelwerte der einzelnen Blutgruppen liegen hier &hnlich nah zusammen (77,7 % —
82,9%, s = 2,51) wie bei den Messungen mittels der BCS-Methode nach Bdéhm
(73,28 % — 79,4 %, s = 2,7) (vgl. auch Tabelle 33 und Abb. 20).

Da auch die Ergebnisse der Technozym®ADAMTS13 Messung in Prozent angegeben

werden, missen sie zum Vergleich in SI-Einheiten in ng/ml umgerechnet werden.

Probe Octaplas® A Octaplas®B | Octaplas®AB Octaplas®0

MW in ng/ml 559,44 594,72 564,48 596,88

Tabelle 36: Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitdtsmessung in Octaplas®. Umrechnung der Ergeb-
nisse von Prozent in SI-Einheiten in ng/ml, gemessen mittels Technozym®ADAMTS13-
Aktivityassay.
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4.2.2.3 Actifluor'MADAMTS13

Wie die Fresh-Frozen Plasma Proben wurden auch die vier verschiedenen Chargen Oc-
taplas® mit dem FRET-Assay Actifluor™ADAMTS13 gemessen. Die hier dargestellten
Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitdtsmessung in Tabelle 37 sind in Sl-Einheiten (ng/ml)

angegeben.

Die héchsten ADAMTS13-Enzymwerte konnten in der Octaplas® Probe der Blutgruppe 0
detektiert werden (808,18 ng/ml). Die niedrigsten Werte (694,71 ng/ml) wurden fir die
Plasmaprobe der Blutgruppe A gemessen.

Messungen Octaplas® A Octaplas®B | Octaplas® AB Octaplas® 0
1 635,3 607,8 647,6 662,9
2 661,5 713,6 648,5 648,9
3 682,3 620,9 583,6 613,3
4 656,6 769,6 762,0 791,5
5 721,7 901,6 1197,2 1107,5
6 726,1 925,8 873,4 1052,7
7 779,6 898,6 781,2 780,6
Mw 694,7 776,8 784,7 808,2
S 50,25 135,11 206,70 197,87
MW Octaplas® 766,1 (smw = 49,43)

Tabelle 37: Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivititsmessung in  Octaplas®  mittels
Actiflour™ADAMTS13 Elisa. Angaben in ng/ml. Mittelwert (MW), Standardabweichung (s).

Die Standardabweichung s beschreibt in dieser Tabelle, wie auch bei den Obigen, die Ak-
tivitatsabweichungen der Messungen untereinander. Somit zeigt sich, dass die
Ergebnisse der Blutgruppe A am wenigsten schwanken und dass sie sich mit diesem

Messverfahren am genauesten darstellen lassen.

Abbildung 22 zeigt einen Vergleich der ADAMTS13-Aktivitit in FFP und Octaplas®, ge-
messen mittels ActiflourMADAMTS13. Die Blutgruppen A, B und AB des Octaplas® haben
eine héhere Enzymaktivitat als die Proben der entsprechenden Blutgruppen des FFPs.
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Fir die Blutgruppe 0 konnten hdhere Aktivitatswerte in FFP detektiert werden als im Oc-
taplas®. Im Mittel, vergleicht man alle Durchschnittsergebnisse der Plasmaproben, zeigt
das s/d-Plasma ebenfalls héhere ADAMTS13-Enzymaktivitaten als sie das Vergleichs-

plasma FFP aufweist.

Normwerte, die einer ADAMTS13-Aktivitat von 100 % entsprechen, liegen bei 720 ng/mi
ADAMTS13-Aktivitat.
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Abb. 22: Ergebnisse der Actiflour YADAMTS13 Untersuchung. FFP und Octaplas® im Vergleich. In
Octaplas® (blau) lieBen sich in den Blutgruppen A, B und AB hohere ADAMTS13-Werte detektieren

als in FFP (rot). Der Mittelwert stellt die gemeinsame Schnittmenge aller vier Blutgruppen dar.

4.2.3 ADAMTS13-Antigen Bestimmung

4.2.3.1 Technozym®ADAMTS13

In einem weiteren Arbeitsschritt kann nach der ADAMTS13-Aktivitdtsmessung eine
ADAMTS13-Antigenbestimmung der Probe mittels des Technozym®ADAMTS13-Kits er-
folgen (siehe auch Kapitel 3.3.4). Im Folgenden sind in Tabelle 38 die Messergebnisse
des ADAMTS13-Antigen in den FFP Proben 0965977, 0932185, 0960994, 0956523 und
den Octaplas® Proben A9271952/D, A9272952/D, A9275952/D und A4502452/0 aufgelis-
tet.
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Bei FFP zeigt die Blutgruppe AB (1,44 ug/ml) den héchsten Enzymgehalt im Plasma, bei
Octaplas® war der héchste ADAMTS13-Wert in der Blutgruppe 0 messbar (1,23 pg/ml).

Den niedrigsten Enzymgehalt enthielten die Proben FFP Blutgruppe B (1,06 pg/ml) und
Octaplas® AB (1,12 pg/ml). Die Schwankungen der Ergebnisse liegen im Mittel bei den
FFP Proben zwischen 0,19 ug/ml — 0,48 pug/ml. Fir die Plasmaproben des s/d Plasmas
liegen die Schwankungen etwas niedriger zwischen 0,18 ug/ml — 0,30 pg/ml. Betrachtet
man den durchschnittichen ADAMTS13-Enzymgehalt zwischen FFP und Octaplas®, so
besitzen die FFP Plasmaproben insgesamt mehr ADAMTS13 (1,21 pug/ml) als die Octap-
las® Proben (1,18 pg/ml).
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Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 0,56 0,83 1,18 0,87
2 0,76 1,15 1,48 1,15
3 0,99 0,24 1,5 1,17

4 0,8 0,79 1,17 1
5 1,59 1,59 1,59 1,59
6 1,59 1,59 1,59 1,59
7 1,48 1,21 1,59 1,19
MW 1,11 1,06 1,44 1,22
S 0,43 0,48 0,19 0,27

MW FFP 1,21 (sww = 0,17)
Messungen Octaplas A Octaplas B Octaplas AB Octaplas 0

1 1,17 1,43 1,43 1,16
2 0,98 1,08 0,7 1,07
3 1,11 1,16 1 1,15
4 1,12 0,99 0,84 1,19
5 1,07 1,09 1,3 1,35
6 1,52 1,59 1,54 1,35
7 1,51 1,26 1,27 1,59

8 0,79 0,87 0,92 1
Mw 1,16 1,18 1,13 1,23
S 0,25 0,24 0,30 0,19

MW Octaplas® 1,18 (suw = 0,05)

Tabelle 38: ADAMTS13-Antigenwerte in den Plasmaproben FFP und Octaplas®. Angaben in
pug/ml. MW: Mittelwert, syw: Standardabweichung der Mittelwerte.
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Abbildung 23 stellt die Ergebnisse der Tabelle 38 graphisch dar. Die Grafik verdeutlicht,
dass die Ergebnisse zwischen den einzelnen FFP-Proben starkeren Schwankungen un-
terliegen als die Octaplas® Proben. Im Vergleich der Mittelwerte ergeben sich allerdings
nur sehr geringe Unterschiede (FFP: 1,21 pg/ml; Octaplas®: 1,18 ug/ml). Die Schwankun-
gen der Standardabweichungen verdeutlicht jedoch, dass die Ergebnisse fiir Octaplas®
sehr genau und konstant gemessen wurden. Fir die Antigenmessung gibt Technoclone
einen Normalbereich von 0,6 pg/ml — 1,6 pg/ml an. Alle gemessenen Proben liegen inner-
halb der physiologischen Norm.
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Abb. 23: Ergebnisse der Technozym®ADAMTS13—Antigenmessung. Dargestellt sind die Mittelwer-
te der ADAMTS13-Antigenkonzentration in den verschiedenen Plasmaproben von FFP und
Octaplas® aus Tabelle 38. Der Mittelwert stellt die gemeinsame Schnittmenge aller vier Blutgrup-
pen dar.

4.2.3.2 Imubind®ADAMTS13 ELISA

Mittels des Imubind®ADAMTS13-Kits kann ebenfalls die ADAMTS13-Antigen-
konzentration im Plasma ermittelt werden. Die Messungen wurden flir diese Messreihe
mit den FFP Chargen 0965977, 0932185, 0960994, 0956523 und den Octaplas®-Proben
A9271952/D, A9272952/D, A9275952/D und A4502452/0 durchgefihrt. Die Ergebnisse
der drei Messungen sind in Tabelle 39 dargestellt.

Auffallend ist, dass die ermittelten Werte teils stark von den Messungen mit
Technozym®ADAMTS13 abweichen. Imubind®ADAMTS13 ELISA detektiert in den FFP-
Proben ein durchschnittiches ADAMTS13-Antigen von 0,57 pug/ml. Fir die Octaplas®-
Proben wurde ein Durchschnittswert von 0,75 pg/ml detektiert. Insgesamt schwanken die
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ADAMTS13-Antigenwerte fir FFP nur sehr gering. Der hichste Antigengehalt wurde in
der Probe FFP 0 mit 0,65 pug/ml gemessen, die niedrigsten Werte wiesen FFP A und FFP
AB auf. Die Messergebnisse schwankten in einem Bereich von 0,13 pg/ml.

Fir die Octaplas® Proben ergab sich der héchste Antigenhalt in den Proben der Blutgrup-
pe A und AB (MW 0,77 ug/ml), der niedrigste Wert wurde in der Plasmaprobe der
Blutgruppe 0 detektiert (0,73 pg/ml). Somit liegt selbst der h6chste Antigenwert des Fresh
Frozen Plasmas unterhalb von dem des s/d Plasmas. Die Ergebnisse fiir Octaplas® sind

zudem sehr konstant und schwanken nur in einem minimalen Bereich von 0,05 pg/ml.

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFPO

1 0,427 0,483 0,331 0,774

2 0,537 0,689 0,814 0,381

3 0,593 0,588 0,409 0,800

Mw 0,52 0,59 0,52 0,65
MW FFP 0,57 (Syw = 0,06)

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

1 1,170 0,770 1,010 0,980

2 0,350 0,528 0,518 0,425

3 0,775 0,874 0,786 0,796

Mw 0,77 0,72 0,77 0,73
MW Octaplas® 0,75 (Sww = 0,02)

Tabelle 39: ADAMTS13-Antigenkonzentration in FFP und Octaplas®. Messergebnisse der
Imubind®-Untersuchung. Angaben in pg/ml. MW: Mittelwert, syw: Standardabweichung der Mittel-

werte.
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Die Abbildung 24 stellt die Ergebnisse der Tabelle 39 graphisch dar. Dabei zeigt sich wie
auch schon bei Abbildung 23 der Technozym®ADAMTS13-Antigendaten ein konstanterer
Wert fiir alle Octaplas® Proben (= 0,72 ug/ml). American Diagnostica gibt die physiologi-
sche ADAMTS13-Antigenkonzentration flr den Imubind®-Elisa mit 0,63 pg/ml — 0,83
pg/ml an. Somit liegen die Antigenkonzentrationen in allen FFP, bis auf in den Proben der
der Blutgruppe 0, unterhalb der physiologischen Grenze.
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Abb. 24: Ergebnisse der Imubind®ADAMTS13-Antigenmessung. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Antigenmessungen aus Tabelle 39. In FFP (rot) wurde im Vergleich zu Octaplas® (blau) weni-
ger ADAMTS13-Antigen nachgewiesen, zudem schwanken die gemessenen Werte in FFP
deutlicher, als bei den Octaplas®-Proben. Der Mittelwert stellt die gemeinsame Schnittmenge aller

vier Blutgruppen dar.

4.2.4 Gelelektrophorese der Plasmakonzentrate FFP und
Octaplas®

Ein weiteres Medium, mit dessen Hilfe eine Aussage Uber die Beschaffenheit der Plas-
maproben gemacht werden kann, ist die 1 %-ige Agarose-Gelelektrophorese. Durch ihren
Einsatz kdénnen in verschiedenen Plasmaproben ultralange Von-Willebrand-Multimere
(UL VWF M) nachgewiesen werden. Dabei werden die zu untersuchenden Plasmaproben
mit einer Poolplasmaprobe aus 15 weiblichen und 15 méannlichen, gesunden Probanden
(Normalpool) verglichen. Je eine Probe jeder Blutgruppe FFP und Octaplas® wurde repra-
sentativ untersucht. Abbildung 25 zeigt das Ergebnis einer solchen Gelelektrophorese.
Banden oberhalb der letzten sichtbaren Bande des Normalpool (schwarze Line in Abbil-
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dung 25) werden als UL VWF M bezeichnet. In allen untersuchten Plasmaproben konnten
UL VWF M nachgewiesen werden.

UL VWF M
NP A B AB 0 A B AB 0

Abb. 25: 1 %-ige Agarose-Gelelektrophorese der unverdiinnten Plasmaproben Normalpool (NP)
und von links nach rechts Octaplas® der Blutgruppen A, B, AB, 0 und FFP der Blutgruppen A, B,
AB, 0. Banden oberhalb der Line zeigen ultralange VW-Multimere (UL VWF M).

4.2.5 Autoantikéorper

Zur Vervollstandigung der Untersuchungstechniken wurde auch eine ADAMTS13-
Autoantikdrpertestung durchgefiihrt. Hierbei werden die Plasmaproben auf etwaige Auto-
antikdrper getestet, die die Enzymaktivitat in der Probe herabsetzten kénnten. Die in den

Versuchen getesteten Plasmaproben enthielten keine Autoantikérper.



Kapitel 4: Ergebnisse 93

4.3 Zusammenfassung der ADAMTS13-Ergebnisse bei
FFP und Octaplas®

Tragt man alle Ergebnisse der ADAMTS13-Aktivitdtsuntersuchungen mit den drei ver-
schiedenen Methoden BCS-Methode nach Béhm, Actifluor™ADAMTS13  und
Technozym®ADAMTS13 in einer Tabelle auf, erhalt man folgende Ubersicht:

H BCS-Methode nach Bshm B TechnozymFEADAMTS13  ActifluorTMADAMTS13

900

ADAMT $13-Aktivitat (ng/ml)

Abb. 26: Vergleich der Messergebnisse der verschiedenen Plasmaproben FFP (0965977,
0932185, 0960994, 0956523) und Octaplas® aus den drei verschiedenen ADAMTS13-
Aktivitdtsassays. Die Ergebnisse sind sowohl nach Blutgruppe und Gesamtmittelwert aufgelistet
(63).

Bei der abschlieBenden Gesamtbetrachtung der Aktivitatsergebnisse ist auffallend, dass
die Schwankungen zwischen den einzelnen Blutgruppen und Methoden fir FFP deutlich
mehr variieren, als firr das s/d Plasma Octaplas®. Die niedrigsten Werte wurden tendenzi-
ell fir das Fresh Frozen Plasma der Blutgruppe A gemessen. Dabei detektierte der
Technozym™ADAMTS13 Assay die niedrigsten Enzymaktivititen fir FFP A
(467,57 ng/ml). Die héchsten Enzymaktivitdten lieBen sich im Schnitt fir das Fresh Fro-
zen Plasma in der Blutgruppe 0 nachweisen. Nimmt man alle Ergebnisse der
verschiedenen Blutgruppen fur FFP zusammen, so zeigt sich, dass die
Technozym®ADAMTS13-Methode die niedrigsten ADAMTS13-Aktivitdtswerte lieferte, wo-
hingegen sich mit der Actifluor™"ADAMTS13-Methode die héchsten Werte detektieren
lieBen.
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Vergleicht man die Ergebnisse der verschiedenen Messmethoden fir das pharmazeuti-
sche Octaplas®, so schwanken die Enzymaktivititen der einzelnen Blutgruppen fiir die
jeweilige Methode nur geringgradig. Die niedrigsten Werte wurden mit der BCS-Methode
nach Béhm in der Blutgruppe A gemessen (547,71 ng/ml). Der héchste ADAMTS13-
Aktivitatswert lieB sich mittels des Actifluor™ADAMTS13 Assay fiir die Blutgruppe 0 de-
tektieren. Insgesamt lieferte die BCS-Methode nach Bohm fiir das Octaplas® die
niedrigsten Messergebnisse, die jedoch sehr dicht an den Werten des
Technozym®ADAMTS13-Kits liegen. Actifluor™MADAMTS13 Assay detektierte fiir alle Oc-
taplas®Proben die hdchsten Aktivititswerte im Vergleich zu den anderen beiden
Methoden.

In der Gesamtbeurteilung lasst sich eine wesentlich gréBere Differenz zwischen den ein-
zelnen FFP-Blutgruppen beschreiben als fir Octaplas®. Vergleicht man jedoch die
verschieden Methoden, so fallen die Schwankungen fir das FFP hier geringer aus
(544,97 ng/ml - 719,94 ng/ml) als fiir Octaplas® (547,71 ng/ml - 766,12 ng/ml). Das sol-
vent/detergent Plasma steht fiir eine stetige ADAMTS13-Aktivitat in allen vier ver-
schiedenen Blutgruppen, jedoch reiBen besonders die Werte, die mittels des
Actifluor™ADAMTS13 Assays bestimmt wurden, nach oben hin aus.

Ein potentieller Mittelwert fir die Ergebnisse aller drei Methoden wirde fir FFP einen
ADAMTS13-Aktivitat von 660,19 ng/ml ergeben und fiir Octaplas® eine Enzymaktivitat von
631,64 ng/ml. Somit zeigen die beiden Plasmatypen ein sehr ahnliches Aktivitatsspeki-

rum.

Die Messungen zeigen, dass beide Plasmapraparate eine physiologische ADAMTS13-
Aktivitat aufweisen. Die Schwankungen in ADAMTS13-Enzymaktivitat und -Antigengehalt

unterliegen somit keiner statistischen Relevanz.

4.4 Zusammenfassung der ADAMTS13-Antigenmessung
bei FFP und Octaplas®

Beim Vergleich der Antigenwerte (Abb. 27) féllt eine gréBere Varianz der Antigenwerte bei
beiden Messmethoden innerhalb der einzelnen FFP-Blutgruppen auf. Der héchste Wert
fir FFP mittels des Imubind®ADAMTS13 ELISA wurde bei 0,65 ug/ml gemessen, der
niedrigste bei 0,52 pg/ml. Damit liegen bei dieser Methode die FFP-Blutgruppen A, B und
AB unter dem physiologischen Antigenbereich (= 0,6 pg/ml). Der insgesamt héchste er-
mittelte Wert fur FFP lag bei 1,44 ug/ml fur Blutgruppe AB, bestimmt durch
Technozym®ADAMTS13. Fasst man die Mittelwerte der Blutgruppen fiir jede Methode zu
einem Gesamtwert flr die beiden Plasmasorten zusammen, wird der grundlegende Un-

terschied zwischen den beiden Methoden ersichtlich.
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Abb. 27: Vergleich der ADAMTS13-Antigenlevel der FFP und Octaplas, gemessen mit
Technozym®ADAMTS13 (blau) und Imubind®ADAMTS13 (rot). Der letzte Spalte stellt dabei den
Mittelwert der gemessenen Ergebnisse der FFP- und Octaplas®-Gruppe dar. Die schwarze Linie

markiert die minimale physiologische Antigenkonzentration (vgl. Tabelle 39).

Das mittlere Antigenlevel in FFP, durch Imubind®ADAMTS13 ELISA ermittelt, liegt bei
0,57 pg/ml am unteren physiologischen Normwert. Das Technozym®ADAMTS13-Kit ermit-
telt mit 1,2 ug/ml einen fast doppelt so hohen Mittelwert, der sich im mittleren bzw.
héheren physiologischen Bereich fir das ADAMTS13-Antigen bewegt. Die tendenziell ho-
heren Antigenwerte sind auch bei der Bestimmung des Antigens von Octaplas® zu
erkennen. Durch die ebenfalls héheren Antigenwerte des Octaplas® sind die Unterschiede
zwischen Imubind®ADAMTS13 ELISA und Technozym®ADAMTS13 nicht so ausgepragt
(1,2 pg/ml zu 0,75ug/ml). Keine untersuchte Blutgruppe des s/d-Plasmas fallt unter den
physiologischen Normbereich und insgesamt sind die Ergebnisse fur die Blutgruppen zwi-
schen den beiden Methoden sehr ausgeglichen. Die niedrigeren ADAMTS13-
Aktivitatswerte der Octaplas®-Blutgruppen A und B korrelieren mit den niedrigeren Anti-
genwerten, wahrend fur die Blutgruppe AB und 0 passend zu der héheren Aktivitat auch
héhere Antigenwerte gemessen werden. AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass die Anti-
genwerte deutliche Unterschiede aufweisen, die Aktivitditswerte der verschiedenen
Methoden hingegen gut korrelieren.



Kapitel 5: Diskussion 96

5 Diskussion

5.1 Diskussion (iber die Ergebnisse der Patienten-
befragung

5.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren der TTP

Um verschiedene Krankheitsbilder zu verstehen, wird in der Wissenschaft nicht nur Wert
auf klinische und experimentelle Forschungsergebnisse gelegt, sondern auch auf epide-
miologische Erkenntnisse. Bei vielen Krankheiten werden mittlerweile Zusammenhange
zwischen der Atiologie, der Prévalenz, der Pathogenese, der Auspragung, dem klinischen
Outcome und dem Geschlecht oder der Rasse der Patienten gesehen (64). Auch bei der
thrombotisch thrombozytopenischen Purpura (TTP) wird kontinuierlich versucht, die Er-
krankung und ihre Vielseitigkeit besser zu verstehen, indem neben molekulargenetischen
Forschungsreihen auch epidemiologische Daten ausgewertet werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Patienten, die in der hdmatologischen Sprechstunde von Frau Prof.
Dr.Inge Scharrer angebunden sind, sowie freiwillige Patienten aus der TTP-
Selbsthilfegruppe tber das TTP-Forum (www.ttp-forum.de) befragt. Die TTP ist eine sel-
tene Erkrankung mit nur etwa vier Erkrankungen/10° Einwohner im Jahr (65), weshalb die
Anzahl der erkrankten Personen in Deutschland nur auf wenige Hundert geschatzt wird.
Far die Befragung ergab sich ein Geschlechter- und Altersverhaltnis, das auch von ande-
ren Gruppen belegt werden konnte. Unter den 87 befragten Patienten befanden sich 80
Patientinnen mit einem mittleren Alter von 43,5 Jahren. Ahnliche Daten fanden sich auch
in der Auswertung des Oklahoma TTP-HUS registry von 2011 (66) und des WAA-
apheresis registry von 2011 (67). Die Auswertung des Oklahoma TTP-HUS registry zeig-
te, dass weibliche Patienten bis zu 2,7-mal haufiger erkrankten als Manner (34, 68, 69)
und dass das Alter zwischen 16 und 65 Jahren einen Risikofaktor fir eine TTP mit schwe-
rem ADAMTS13-Mangel darstellt (68). Zudem scheinen Frauen haufiger auch an anderen
Autoimmunkrankheiten zu erkranken (70). Neben dem Alter stellt auch das Gewicht einen
Risikofaktor fir eine TTP-Erkrankung dar. In der hier vorliegenden Patientengruppe lag
das mittlere Kdrpergewicht vor der Therapie bei 74,5 kg (52 kg - 145 kg) und nach der
Therapie bei 79,8 kg. Dies zeigt, dass bei der untersuchten Patientengruppe ein Trend
zum Ubergewicht besteht. Der BMI der Patienten wurde nicht errechnet. Die Gesund-
heitsberichterstattung des Bundes (Daten von 2009) gibt die mittlere KérpergréBe fir
Frauen im Alter von 40 bis 45 Jahre mit 167 cm, bei einem mittleren Kérpergewicht von
67,7 kg an. Daraus ergibt sich ein mittlerer BMI von 25,5 kg/m? (71). Fur die Datenaus-
wahl wurde das mittlere Patientenalter (43,5 Jahre) gewahlt, und der Datensatz fir
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Frauen herangezogen, da 95 % der befragten Patienten Frauen waren. Diese Angaben
verdeutlichen die Neigung zu Ubergewicht bei TTP-Patientinnen.

Nicol et al. und Lombardi et al. zeigten ihn ihren Untersuchungen, dass adip6se Patienten
haufiger an TTP erkrankten als Patienten der Kontrollgruppe (72, 73). Gleichzeitig scheint
sich Adipositas jedoch positiv auf das Outcome der Erkrankung auszuwirken: Nicol et al.
berichten Uber eine niedrigere Mortalitat bei adipésen TTP-Patienten, wobei die Mortali-
tatsdaten jedoch keine statistische Relevanz erreichen (72).

Desweitern wurde postuliert, dass die ethnische Herkunft der Patienten einen weiteren
Risikofaktor darstellt. Aus der Auswertung des Oklahoma TTP-HUS registry ging hervor,
dass afroamerikanische Frauen haufiger an idiopathischer TTP erkrankten als die Patien-
ten der Kontrollgruppe (68). Demnach erkranken Afrikaner und Afro-Amerikaner bis zu
9,3-mal haufiger als Kaukasier (68, 69, 74). Eine Rassenunterscheidung wurde in der
durchgefiihrten Mainz-Studie nicht erhoben. Jedoch handelt es sich hierbei gréBtenteils

um Patienten des deutschsprachigen Raumes und somit aus Mitteleuropa.

Ein weiteres Merkmal, nachdem die Patienten befragt wurden, war ihre Blutgruppe. Bei
den in der Mainzer Studie befragten Patienten gaben 25,3 % der Patienten an, die Blut-
gruppe 0 zu haben. Die meisten Patienten (28,7 %) besaBen Blutgruppe A. Ebenfalls
25,3 % der Befragten konnten ihre Blutgruppe nicht angeben, weshalb die Ergebnisse
sehr differenziert betrachtet werden missen. Forschungsergebnisse zeigten, dass eine
Unterscheidung von Blutgruppe 0 und Nicht-Null eine Auswirkung auf das Erkrankungstri-
siko haben koénnten. Es gibt jedoch verschiedene Ergebnisse bezlglich beider
Hypothesen: Zum einen konnte gezeigt werden, dass die Blutgruppe 0 einen protektiven
Einfluss auf das Auftreten einer TTP besitzt (75, 76). Es konnte gezeigt werden, dass die
Blutgruppe 0 einen genetischen Schutz vor Thrombosen aufweist und dass sich Throm-
bosen hauptséchlich in Patienten mit Nicht-0-Blutgruppen entwickeln (77). Neuere
Auswertungen des Oklahoma TTP-HUS Registry zeigten eine hdhere Inzidenz der TTP
bei Patienten mit Blutgruppe 0 (78). Aus den sich gegenseitig wiederlegenden Hypothe-
sen lasst sich schlieBen, dass eine endgiltige Aussage Uber den Schutz vor
thrombotischen Ereignissen durch die Blutgruppe 0, und insbesondere ihre Rolle bei TTP-
Patienten noch nicht getroffen werden kann. Nicol et al. errechneten, dass Patienten, die
mehr als zwei Standardabweichungen von den mittleren EinflussgréBen Alter, Rasse und
Geschlecht abweichen, ein 7,6-fach erhdhtes Risiko (OR) entwickeln, an TTP zu erkran-
ken (72).

Als weitere Pradisposition fir eine thrombotisch thrombozytopenische Purpura sind gene-
tische Faktoren bewiesen. Dementsprechend wird die primére TTP in eine hereditare und
eine idiopathische Form unterteilt. Die hereditdren TTP Formen sind die seltenere Form
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der TTP. Bis Juni 2009 wurde Uber 76 Mutationen im ADAMTS13-Gen berichtet, die fur
eine angeborene Form der Erkrankung urséchlich seien kénnen (79). Seitdem wurden je-
doch weitere Genmutationen von den verschiedenen Forschungsgruppen entdeckt (80,
81). Die meisten Veranderungen werden durch Missense-Mutationen (insgesamt 60 %)
am 5'-Ende des Gens hervorgerufen, das dem N-terminalen Ende des Enzyms entspricht.
In dieser Region befinden sich die Doménen, die fur die katalytische Funktion von
ADAMTS13 verantwortlich sind (siehe Kapitel 2.2). Daneben wurden 2010 von Lotta et al.
zahlreiche Splice-Stellen, Deletions-, Inversions-, Frameshift- und Nonsense-Mutationen
identifiziert (79, 82). Die vielen verschiedenen Mutationen des ADAMTS13-Gens sind je-
doch nicht alle fir eine gleiche Manifestationsrate der TTP verantwortlich. So scheint es
ADAMTS13-Genotypen zu geben, die einen frihen Ausbruch der Krankheit im Neugebo-
renen- und Jugendalter zur Folge haben. Andere Mutationen machen sich dagegen erst
im hdheren Alter bei den Patienten bemerkbar (65, 79-81). Abbildung 28 verdeutlicht den
Zusammenhang zwischen den verschiedenen ADAMTS13-Genotypen und dem Patien-
tenalter bei Erstmanifestation der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura. Durch die
Raritat der angeborenen TTP stellten die adaquate Therapie und Prophylaxe eine beson-
dere Herausforderung dar. Bei der Auswertung der Patientendaten aus Mainz gaben vier
der 87 Patienten an, dass sie an einer hereditiren Form der TTP leiden. Uberpriift werden
konnten diese Angaben jedoch nicht, weshalb die Aussagen der Patienten diesbezlglich

nicht relativiert werden konnten.
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Abb. 28: Zusammenhang zwischen des ADAMTS13-Genotyp und Patientenalter bei Erstmanifes-
tation der TTP. Blaue Kreise: Patienten mit neonatalen TTP-Episoden; rote Dreiecke: Patienten mit
Erstmanifestation im Kinder- und Jugendalter (zwei Monate bis 18 Jahre); graue Rechtecke: Pati-
enten mit Erstmanifestation im Erwachsenenalter (>18 Jahre); weiBe Rechtecke: keine

Manifestation bei Abschluss des Follow-ups (modifizierte Grafik nach (79) und (81)).

De Groot et al. beschrieben 2010, dass die Sequenzen D187-R198 und D252-P256 in-
nerhalb der Metalloprotease-Doméane eine wichtige Rolle fir die proteolytische Funktion
von ADAMTS13 spielen (83). Zudem erkannten sie, dass diese Region wichtig fir die
spezifische Erkennung fir das VW-Molekiil ist. So kénnen auch Mutationen innerhalb des
VWEF zu einem ADAMTS13-Aktivitatsverlust flhren.

Nachdem die thrombotisch thrombozytopenische Purpura 1925 erstmals von E.
Moschcowitz beschrieben und ein Patientenfall von ihm verdéffentlicht wurde, folgten viele
weitere Fallbeschreibungen von dhnlichen Krankheitsbildern und —verldufen. Neben den
oben genannten Triggerfaktoren wurden zunehmend Case Reports verdffentlicht, bei de-
nen die Vorerkrankungen der TTP-Patienten als Trigger flr das Auftreten der TTP
gesehen wurden. Schon frih wurden Verbindungen zwischen dem Ausbruch einer TTP
und dem Systemischen Lupus Erythematosus (SLE) gesehen (84, 85). Die Beschreibung
von madglichen pathophysiologischen Verbindungen und andern immunologisch
getriggerten Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis, Polyarthritis oder Sjégren Syn-
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drom, folgten (86). Die Schwierigkeit der genaueren Beurteilung der Entstehung von Auto-
immunerkrankungen liegt in deren multifaktoriellen Pathogenese. Der Zusammenhang
zwischen den human leukocyte antigen (HLA) Typen und Autoimmunerkrankungen lasst
schlussfolgern, dass die Reaktion von regulatorischen T-Zellen mit HLA Klasse Il- mar-
kierten Autoantigenen flr die Entstehung von Autoimmunerkrankungen ausschlaggebend
ist (87). Schon bevor man der ADAMTS13-Aktivitdtsmessung bei der TTP-Diagnostik eine
Rolle zuteilte, wurde von Joseph et al. ein Zusammenhang zwischen der HLA Klasse |l
und der TTP/HUS bei erkrankten Patienten gesehen (vermindertes HLA-DR 53 in der Pa-
tientengruppe) (88). Neben diesen genetischen Pradispositionsfaktoren scheinen aber
auch Immunglobuline vor allen bei der idiopathischen TTP eine Rolle zu spielen. Im Ver-
lauf der Jahre nahm die Vermutung zu, dass es immunologische Ausléser geben misste,

durch die die TTP hervorgerufen werden kann.

Weitere Forschung deckte verschiedene Autoantikbrper gegen ADAMTS13 auf. Bei der
idiopathischen TTP kommen hauptsachlich Autoantikdrper der Gruppe IgG gegen die
VWEF-spaltende Protease vor (89). Neben IgG wurde auch dber IgA und IgM ADAMTS13-
Autoantikérper berichtet (90, 91). Bei den verschiedenen Autoantikbrpern gegen
ADAMTS13 kann weiterhin zwischen den inhibitorischen und nicht-inhibitorischen Autoan-
tikbrpern unterschieden werden. Durch inhibitorischen Autoantikbrper wird die
ADAMTS13-gesteuerte Proteolyse des VWF gestdrt, wohingegen nicht-inhibitorische Au-
toantikérper den Abbau von ADAMTS13 beschleunigen (92). Zheng et al. zeigten 2010,
dass fast alle Patienten der von ihnen untersuchten Kohorte IgG-Autoantikérper gegen
das N-terminale Ende des ADAMTS13-Molekils besaBen, insbesondere gegen die
cysteinreiche Region und die Spacerdoméane (siehe Kapitel 2.2.1, Abb. 2) (89). Durch die
Manipulation an dieser Stelle wird die katalytische Funktion des Enzyms gestért. Des Wei-
teren wurde in dieser Untersuchung gezeigt, dass bei etwa der Hélfte der Patienten mit
Antikérpern gegen das N-terminale Ende ebenfalls Autoantikérper gegen die C-terminale
Region (TSP 1-5 und CUB) vorlagen. Bei zwei Patienten der TTP-Gruppe wurden nur
IlgG-Autoantikérper gegen die C-terminale Region von ADAMTS13 gefunden, was den
Schluss fir Zheng et al. nahelegte, dass diese Region eine funktionale Rolle in vivo spielt.
AuBerdem ist bekannt, dass die C-terminale Region eine Funktion bei ADAMTS13-VWF
Interaktion unter Scherstress innehat (93). Die IgG-ADAMTS13-Autoantikérper kénnen in
vier Subklassen unterteilt werden (IgG1-lgG4). Bei der von Ferrari et al. durchgefihrten
Studie fanden sich alle Subklassen bei der untersuchten Patientengruppe (94). Ferrari et
al. konnten 2009 zeigen, dass Patienten mit einem hohen Level an IgG4 und nicht nach-
weisbarem IgG1-Level haufiger an TTP-RUckféllen litten als die Patienten mit niedrigem
IgG4 und nachweisbarem IgG1 (94). Somit wurde von ihnen postuliert, dass der IgG4-



Kapitel 5: Diskussion 101

Autoantiképer-Titer bei der Identifikation von rickfallgefahrdeten Patienten hilfreich sein

kdnnte.

Auch in der hier vorliegenden Studie wurde versucht, die Patienten, basierend auf dem
Vorliegen einer Grunderkrankung mit autoimmunologischem Charakter, zu selektieren.
Dazu wurden die Patienten gebeten, mdéglichst genau ihre Vorerkrankungen im Fragebo-
gen zu benennen. Dabei gaben 18,4% der Patienten an, dass sie an einer Erkrankung
leiden, die in Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen stehen. Wie schon oben ange-
sprochen, konnte auch in unserer Fallbeschreibung gesehen werden, dass Sharp-
Syndrom, rheumatoide Arthritis, Neurodermitis und vor allem Schilddriisenerkrankungen
wie Hashimoto-Thyreoiditis im TTP-Patientenpool vermehrt vorkommen. Das gemeinsa-
me Auftreten von SLE und TTP ist zwar selten, dennoch finden sich zahlreiche Fall-
beispiele in der Literatur. Perez et al. beschreiben 2011 die Inzidenz von TTP bei SLE-
Patienten mit ca. 2 % der Falle (95). John et al. diskutieren, dass TTP bei Lupuspatienten
sechsmal haufiger auftreten als in der Normalbevoélkerung. Hashimoto-Thyreoiditis tritt bei
TTP-Patienten nach den Beobachtungen von John et al. in 2012 rund dreimal haufiger auf
als in der Allgemeinbevélkerung (96). Jedoch ist nicht ndher belegt, dass Schilddrisen-
dysfunktionen einen eindeutigen prothrombotischen Effekt mit sich ziehen. Sowohl Hyper-
wie Hypothyreose kénnen sowohl ein Blutungs-, als auch Thromboserisiko darstellen (97).
Das Thema um die Schilddrisenfunktion und ihre Rolle in der Hamostase wird noch kont-
rar diskutiert. Das klinische Spektrum der Schilddrisendysfunktion reicht von
subklinischen Erscheinungen, bei denen nur laborchemische Abweichungen auftreten
Uber schwerste Beeintrachtigungen flr den betroffenen Patient mit starksten Blutungs-
oder Thromboseneigungen (98). So wird von Ford und Carter postuliert, dass es durchaus
einen Zusammenhang sowohl zwischen Hashimoto-Thyreoiditis, wie auch Morbus Base-
dow und anderen Autoimmunkrankheiten geben koénnte (99). Ein Zusammenhang
zwischen Blutungsereignissen bei autoimmun thrombozytopenischer Purpura (AITP) und
Morbus Basedow (97, 98) wird eindeutig bekraftigt. Die Schilddriise spielt eine komplexe
Rolle in der Regulation der Hamostase, aufgrund dessen ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen ihrer Dysfunktion und einer daraus resultierenden TTP nur schwer vorauszusa-

gen ist.

Bei der rheumatoider Arthritis (RA) wurde ebenfalls Uber das vermehrte Auftreten einer
TTP berichtet (97, 100). Grund hierfir dirften ebenfalls immunologische Triggerfaktoren
sein. Bei der Manifestation einer TTP auf dem Boden einer rheumatoiden Arthritis, muss
jedoch in der Atiologie unterschieden werden, ob die RA an sich fiir das Auftreten verant-
wortlich ist, oder ob die TTP aufgrund der immunsuppressiven Therapie und somit
medikament®s-getriggert, entstanden ist. (101).
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Fir die adaquate Behandlung der Patienten steht jedoch nicht alleinig die korrekte Thera-
pie des ersten Ausbruchs einer TTP im Vordergrund. Nach dem erstmaligen Auftreten
und der Diagnose einer TTP steht fiir den Patienten und das behandelnde Arzteteam
auch die Pravention vor weiteren Rezidiven im Mittelpunkt. Die Auswertung des Oklaho-
ma TTP-HUS registry von 1989 bis 2008 zeigte, dass vor allem eine ADAMTS13-Aktivitat
unter 10 % als Risikofaktor fiir eine weitere Krankheitsperiode in der Zukunft zu werten ist
(102). Bei der Auswertung der Daten ergab sich, dass von insgesamt 261 Patienten, de-
ren ADAMTS13-Aktivitét bei der Erstdiagnose bestimmt wurde, 60 Patienten eine Aktivitat
von unter 10 % hatten. Davon Uberlebten 47 Patienten die Follow-Up-Periode (bis Okto-
ber 2009), wobei 16 Uberlebende (34 %) ein Rezidiv erlitten. In der Kontrollgruppe mit
201 Patienten, deren ADAMTS13-Aktivitat groBer 10 % war, erlitten flinf Patienten (4 %)

wenigstens eine weitere Krankheitsepisode (103).

Ahnliche Daten kénnen auch aus der hier durchgefiihrten Studie abgeleitet werden. Von
den 87 Befragten erlitten 47,2 % wenigstens ein weites Rezidiv der TTP. Der Fragebogen
wurde anonym von den Patienten beantwortet, weswegen ein Vergleich mit den
ADAMTS13-Aktivitaten der Plasmaproben der Patienten nicht durchgefliihrt werden konn-
te. Die etwas hdheren Prozentzahlen der Rezidive bei den Mainzer Patienten verglichen
mit den amerikanischen Ergebnissen lassen sich am ehesten durch das befragte Patien-
tengut in Mainz erklaren. Die h&matologische Ambulanz in Mainz stellt ein
Kompetenzzentrum fir die thrombotisch thrombozytopenische Purpura dar. Hier werden
auch besonders schwere Falle behandelt, die oft zu Rezidiven neigen. Zudem sind in der
Selbsthilfegruppe des TTP-Forums vor allem Patienten vertreten, die einen starken Lei-
densdruck durch die Schwere der Erkrankung haben. Inwiefern eine hohe Rezidivneigung
Auswirkungen auf die Therapie der TTP hat, wird zu einem spateren Zeitpunkt noch dis-
kutiert werden (siehe Kapitel 5.1.3).

Die oben diskutierten pradispositionierenden Faktoren fiir eine TTP sind meist nicht allei-
nige Ursache fir das Eintreten eines akuten Krankheitsschubes. Im folgenden Abschnitt
soll deshalb auf mégliche Ausléser, die, bei gegebener Pradisposition, zu einer TTP flh-

ren kénnen, eingegangen werden.

Die haufigsten Ursachen fur das Auftreten einer thrombotischen Mikroangiopathie (TMA)
stellen, bei gegebenen Pradispositionen, bakterielle Infektionen dar. In der Mainzer Pati-
entenkohorte fanden sich insgesamt 43 Patienten, bei denen eine bakterielle oder virale
Infektion eine TTP-Episode ausldste. Dabei waren bei zwei dieser Patienten ein Infekt der
oberen Atemwege, bei zwei Patienten ein grippaler Infekt oder Influenza-Impfung, bei drei
Patienten ein Gastrointestinaler Infekt, bei zwei Patienten eine Zystitis und bei einem Her-
pes Zoster méglicherweise fir die Erkrankung urséachlich.
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Eine der bekanntesten Risikofaktoren des hamolytisch urdmischen Syndroms (HUS), als
ein weiterer Vertreter der TMA neben der TTP, ist beispielsweise eine Infektion mit E. coli
0157 (104). Die Brandbreite der Erreger, die eine Exazerbation der TTP oder ein Rezidiv
hervorrufen kénnen, ist breit (105). So werden in der Literatur Staphylokokken und Strep-
tokokken (106-108) als Ausléser fur eine TTP beschrieben, ebenso finden sich
Borrelieninfektionen (109), Brucellose (110-112), Tuberkulose (113), Mycoplasmen-
Infektionen (104, 114) und viele weitere als mdgliche Triggerinfektion bei gegeben
Risikofaktoren. Vor allem Erreger gastrointestinaler und urogenitaler Infektionen finden
sich gehauft bei Patienten mit akuten TTP-Erkrankungen oder Rezidiven ((115-118). Park
et al. (115) dokumentierten 2011, dass 23 % der untersuchten TTP-Patienten an einen
Urogenitalinfekt vor oder wahrend einer TTP-Exazerbation erkrankt waren. Neben bakte-
riell verursachten Gastroenteritiden stellt auch die Pankreatitis, die mit einer gravierenden
abdominalen Entziindungsreaktion einhergehen kann, eine weitere mdgliche Ursache fir
eine TTP-Episoden dar (69, 70, 101). Als mégliche Ursachen fir eine Infekt-getriggerte
TTP kdénnen Verbindungen zwischen der Hamostase und den verschiedenen Zytokinen,
die durch die Entziindungsreaktion hervorgerufen werden, gesehen werden. TNF-a und
IL-8 stimulieren eine vermehrte Sekretion von UL VWF-Multimeren, zudem aktivieren sie
mikrovaskuldre Endothelzellen, sodass es zu einer Aggregation von Leukozyten und
Thrombozyten kommen kann (119). IL-6 ist bekannt fir seine koagulationsférdernden Ef-
fekte auf Thrombozyten (120). Zudem stimuliert IL-6 die Thrombozytenproduktion (121).
Im Zellversuch von Bernardo et al. hinderte an Iéslichen IL-6-Rezeptor gebundenes IL-6
ADAMTS13 daran, die UL VWF-Multimere unter Flussbedingungen zu spalten (119). Die-
se Anséatze kénnten den prothrombotischen Effekt von systemischen Entziindungen im
Ansatz erklaren. Als Konsequenz flir eine erfolgreiche Therapie der TTP lasst sich daraus
schlieBen, dass bakterielle Infektionen bei Risikopatienten frihzeitig therapiert werden

sollten, vor allem auch um Rezidive zu vermeiden (104).

Bei 5,4 % der Patienten wurde die TTP durch eine Schwangerschaft ausgelést. Dieser
Zusammenhang wurde 1955 erstmals von Miner et al. (122) beschrieben. George fasst
zusammen, dass in der Literatur zwischen 1964 bis 2002 insgesamt Uber 1476 TTP-
Patientinnen (in 52 Case Reports, die mehr als 10 Patienten umfassten) berichtet wurde.
Unter diesen waren 13 % schwanger und erlitten eine TTP-Episode. Am haufigsten er-
krankten die Patientinnen im dritten Trimenon (30 %) oder um den Zeitraum der
Niederkunft oder kurz nach der Geburt (43 %) (70). Das Risiko fur die Patientinnen, in den
ersten beiden Trimena zu erkranken, war gering (70). Im Verlauf der Schwangerschaft
nimmt die ADAMTS13-Aktivitat kontinuierlich ab, bis sie ihren Tiefpunkt im zweiten und
dritten Trimenon erreicht (64 % Restaktivitdt, Ausgangswerte 94 % im ersten Trimenon)
(123). Zusammen mit anderen gegebenen Risikofaktoren, wie Adipositas oder
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Heterozygotie fir ADAMTS13-Mangel, kann die reduzierte ADAMTS13-Aktivitat in der
Schwangerschaft ausgepragter sein und das Erkrankungsrisiko steigern (70). Vesely et al.
(124) zeigten in ihrer Fallstudie, dass schwangere TTP-Patientinnen ein erhdhtes
Rezidivrisiko haben. 11 % der Patientinnen erlitten ein Rezidiv, nur Patientinnen mit idio-
pathischer TTP zeigten ein hdheres Wiedererkrankungsrisiko (21 %). Besonders die
angeborene TTP kann bei den Patientinnen erstmals in der Schwangerschaft zu einer
Krankheitsmanifestation fihren, wobei eine hereditare TTP mit einem groBen Komplikati-
onsrisiko fir Mutter und Kind einhergeht (24). Sanchez-Luceros et al. zeigten, dass in
ihrer Patientengruppe ebenfalls die niedrigsten Proteasewerte am Schwangerschaftsende
und im frihen Puerperium detektiert wurden. Zudem zeigten sie, dass die ADAMTS13-
Aktivitat in den ersten sechs bis 11 Wochen und im spéten Puerperium tber der der nicht-
schwangeren Vergleichsgruppe lagen (125). Mannucci et al. vermuteten bereits einen Zu-
sammenhang zwischen dem Ostrogenspiegel der Schwangeren und der ADAMTS13-
Aktivitat (123). Diese These wird von Sanchez-Luceros et al. bekréftigt, wenn auch unter
einen anderem Aspekt (125). Sie zeigten beispielsweise, dass Erstgebarende niedrigere
ADAMTS13-Spiegel besitzen als Mehrgebarende. Die Studienergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass ein komplexer Zusammenhang zwischen dem Hormonstatus der
Schwangeren und der ADAMTS13-Aktivitat besteht, der noch nicht endgiltig erforscht
worden ist (125). Erkléren lieBe sich ein erhéhtes Risiko in der Schwangerschaft an TTP
zu erkranken durch eine vermehrte VWF-Synthese in dieser Zeit (70).

Ein weiterer Aspekt, der zu diesem Diskussionspunkt beitragt, ist die Entstehung von TTP
unter oraler Kontrazeption (126). Ein Zusammenhang zwischen der Atiologie der TTP und
Ostrogenen (natiirlicher oder synthetischer Form), wie zum Beispiel oralen Kontrazeptiva,
Hormonersatzbehandlungen, Tamoxifen und die vermehrte Ostrogenproduktion in und
nach der Schwangerschaft, ist bekannt (127). Aufgrund der Seltenheit von éstrogenindu-
zierter TTP muss jedoch davon ausgegangen werden, dass mehrere Faktoren
zusammenspielen missen, damit eine Ostrogenexposition als Ausléser fir eine TTP-

Episode oder —rezidiv verantwortlich gemacht werden kann.

Weitere bekannte und ebenfalls multifaktoriell bedingte Ausléser fur eine TTP stellen ver-
schiedene Medikamente dar. Insgesamt sind Uber 50 verschiedene Medikamente
bekannt, die eine thrombotisch thrombozytopenische Purpura hervorrufen kénnen. Die
Rolle der Ovulationshemmer und Hormontherapie wurde bereits diskutiert. Eine weitere
Gruppe, bei denen der Zusammenhang zwischen der Therapie und dem Auftreten von
TMA belegt ist, stellen die Chemotherapeutika Mitomycin C (128) und Interferon-a dar
(129). Klinisch stellt sich eine durch Chemotherapeutika induzierte TMA eher als akute
Niereninsuffizienz dar. Neurologische Symptome treten nur selten auf (130). Auch im-

munmodulierende Medikamente wie Cyclosporine und Tacrolimus wurden mit dem
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Auftreten von TTP/HUS in Verbindung gebracht, wobei der Pathomechanismus, der eine
TMA in diesem Rahmen auslést, noch unverstanden bleibt. Es wird vermutet, dass
Tacrolimus einen Endothelschaden triggert, wodurch der Scherstress erhéht wird (131).
Auch eine Chinin-assoziierte Thrombozytopenie ist seit mehreren Jahrzenten bekannt
(132), wobei oft IgG oder IgM Antikérper bei den Patienten gemessen werden kénnen
(130). Medikamentds findet Chinin Einsatz in der Malariaprophylaxe, zur Therapie bei
Restless-Leg-Syndrom, sowie als Therapieoption bei Muskelkrampfen (Limptar®N). Eine
wichtige Gruppe von Medikamenten, die eine Rolle in der Entstehung der TMA spielen,
sind die ADP-Rezeptorantagonisten der Thienopyridine. Der frihe Vertreter Ticlopidin
wurde aufgrund eines erhéhten Risikos flr TTP bereits aus dem Handel genommen wor-
den. Zahlreiche Fallstudien Uber Ticlopidin wurden veréffentlicht (132, 133, 134). Jedoch
traten auch unter dem anfangs als sicher erscheinenden Clopidogrel Thrombozytopenie
und TTP auf. Diese Félle sind jedoch bei weitem seltener als unter Ticlopidin-Therapie
(130). Zudem sind zahlreiche Antibiotika bekannt, die das Auftreten einer TTP beglnsti-
gen (Rifampicin (135), Cotrimoxazol und der darin enthaltene Stoff Trimethroprim (136),
Doxycyclin (137) und weitere).

Neben Medikamenten kénnen auch psychische Belastung ein Trigger fir die TTP darstel-
len (110) Episoden von andauerndem kérperlichem und psychischem Stress beglnstigen
das Auftreten einer TTP, so wie es bei 3,7 % der in Mainz befragten Patienten geschehen
ist.

Die Komplexitédt der Zusammenhéange zwischen den einzelnen pradispositioniernden Fak-
toren far eine TTP und der multifaktoriellen Genese, die bei gegebener Pradisposition
eine TTP hervorrufen kann, zeigt, wie sensibel auf mégliche Symptome und Risikofakto-
ren regiert werden muss, um eine optimale Therapie der Patienten nicht zu verpassen.
Mégliche Differenzialdiagnosen der TTP kdnnen zu einer initial falschen Therapie fihren
oder eine korrekte Diagnose verschleiern. Zudem sind viele Sachverhalte nicht abschlie-
Bend geklart oder erforscht worden, sodass sich hier wiederum Schwierigkeiten ergeben,
da die pathophysiologischen Zusammenhange noch nicht eindeutig verstanden werden.
Da auch das klinische Erscheinungsbild der TTP von dem oben diskutierten individuellen
Risiko der Patienten abhangt, kann die korrekte Diagnosefindung erschwert werden. Eine
Diagnostik mittels ADAMTS13-Aktivitdtsmessung kann hier fir viele Patienten einen Vor-
teil bringen, da ein ADAMTS13-Mangel eindeutig und schnell diagnostiziert werden kann,

woraufhin eine angemessene Therapie flr den Patienten eingeleitet werden kann.

5.1.2 Symptome

Far die Patienten spielt neben der korrekt durchgefiihrten und optimalen Therapie auch
eine schnelle Diagnosefindung eine wichtige Rolle. Die Kenntnis Uber mdgliche Ausloser
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und préadispositionierende Faktoren der TTP sind oft nicht fundiert genug, um eine TTP si-
cher und schnell zu erkennen, weshalb auch das Wissen Uber die mdglichen Erst-
symptome einer beginnenden TTP an Bedeutung gewonnen hat.

Schon seit vielen Jahren ist die Symptom-Pentade (Thrombozytopenie, hamolytische
Anamie, Fieber, renale und zentralnervése Dysfunktion) bekannt, nach deren klinischen
und laborchemischen Eigenschaften die thrombotisch thrombozytopenische Purpura von
anderen thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) unterschieden werden kann (31). Da
jedoch selten alle fiinf Symptome gemeinsam auftreten, ist man in den letzten Jahren
vermehrt dazu Ubergegangen, vor allem die ADAMTS13-Aktivitat in die Diagnosestellung
mit einzubeziehen (34). Durch intensive Forschung, Beobachtungen und Auswertungen
der Melderegister flir TTP konnten verschiedene Triggerfaktoren isoliert werden, die den
Ausbruch eines Krankheitsschubs beglinstigen (vgl. Kapitel 5.1.1). Die Melderegister ge-
ben jedoch zusatzlich Auskunft Uber die Symptome, die bei den Patienten unter einer
Exazerbation zu finden waren. Nur selten wird das Auftreten von alle finf Leitsymptome
gleichzeitig bei den Patienten beschrieben, wohingegen neurologische Symptome wie
Verhaltensauffalligkeiten, Bewusstseinsstérungen bis hin zum Koma, Sensibilitatsstérun-
gen, Aphasien, starke Kopfschmerzen oder Paresen oft auftreten (60 % der Falle).
Weiterhin finden sich Niereninsuffizienz (40 %), Fieber (33 %), Thrombozytopenie
(< 30.000/ul), Petechien und Fragmentozyten im peripheren Blutausstrich als Zeichen der
Mikroangiopathie (138). Weitere Diagnosekriterien stellen eine hamolytische Andmie
(Hb =12 g/1), negativer Coombs-Test, ein LDH-Anstieg sowie nicht nachweisbares Serum-
Haptoglobin (< 10 mg/dl) dar (126, 139).

Bei der in Mainz durchgefihrten Befragung wurde hauptsachlich auf die subjektiven
Symptome eingegangen, die die Patienten bei einer beginnenden Krankheitsepisode ver-
spurten. Neurologische Symptome wurden bei 55 % der TTP-Schibe von den Patienten
als klinisches Symptom genannt. Darunter fielen insbesondere starke Kopfschmerzen,
Somnolenz, Seh-, Sprach- und Gedachtnisstérungen, sowie Parasthesien und Schwindel.
Weitere Erstsymptome waren Zeichen der hamolytischen Andmie (15,4 % der genannten
Symptome), wie Hamatome, Petechien und Blasse. Zudem wurden abdominelle Be-
schwerden (10,1 %) von den Patienten als haufiges Erstsymptom beschrieben (vgl.
Tabelle 50 im Anhang).

5.1.3 Therapieméglichkeiten der TTP

Vor der Einfuhrung der Plasmapheresetherapie lag die Mortalitdtsrate der thrombotisch
thrombozytopenischen Purpura bei = 90 %. Nach der Einfihrung der Plasmapheresethe-
rapie stieg das Uberleben der Patienten auf rund 80 % an. Eine Plasmainfusionstherapie
ohne Plasmaaustausch garantiert ein etwa 50 %iges Uberleben der Patienten (103, 140).
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Heutiger Goldstandard der Therapie stellt die Plasmapherese dar (141). Dabei sollen der
Austausch von Patientenplasma gegen Spenderplasma zum einen UL VWF-Multimere
und ADAMTS13-Antikérper aus dem Patientenblut entfernen und zum anderem dem Pa-
tienten wieder funktionsfahiges ADAMTS13 zuflihren (142). Dieser Sachverhalt ist jedoch
nicht endgultig belegt, da die PEX auch bei Patienten anspricht, die nicht unter schwerem
ADAMTS13-Mangel leiden (143).

Die urspriinglichen Therapieoptionen der TTP, Plasmainfusion und Plasmapherese wur-
den 1991 durch die von G. Rock et al. durchgefiihrte Studie relativiert (11). In einer
siebenjahrigen Studie wurden die Effektivitat von Plasmainfusion und Plasmapherese so-
wie die Mortalitat unter den beiden Therapien untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass TTP-Patienten im Plasmapherese-Arm der Studie eine schnellere Remission er-
reichten, als Patienten, bei denen eine Plasmainfusion durchgefiihrt wurde. Jedoch wurde
flr die Durchfiihrung von Plasmapheresen deutlich mehr Plasma substituiert als im Kont-
rollarm. Als entscheidender Faktor konnte gezeigt werden, dass die Mortalitat bei der PEX

deutlich unter der der Plasmainfusionstherapie lag (pg tage = 0,035, Ps monate = 0,036) (11).

Laut Kaplan und Scully ist ein schneller Behandlungsbeginn fiir das Uberleben der Patien-
ten ausschlaggebend, daher sollte eine Plasmapheresetherapie schon bei Verdacht auf
das Vorliegen einer TTP begonnen werden, auch wenn die Diagnose noch nicht endguiltig
festgelegt ist (39, 141). Andere Vorerkrankungen des Patienten kénnen die facettenrei-
chen Symptome der TTP oft verschleiern und eine korrekte Diagnosefindung
hinauszdgern (144). Da die Plasmainfusion der Plasmapheresetherapie in ihrer Effektivitat
unterlag (11), stellt sie nur noch eine Therapieindikation dar, falls eine Plasmaaustausch-
therapie nicht schnell genug durchzufihren ist. Jedoch sollte eine adaquate Therapie in
diesem Fall schnellstmdglich bereitgestellt werden. Bei der Plasmainfusion werden Plas-
mamengen von 25 — 30 ml/kg KG/d infundiert. Diese Therapie kann auch als Second-Line
Therapie bei Patienten zum Einsatz kommen, die nicht adaquat auf die Plasmapherese
ansprechen (141).

Grundsatzlich sollte eine Plasmapherese mit ca. vier Litern pro Tag begonnen werden,
und nach Normalisierung der Laborwerte langsam ausgeschlichen werden (siehe Thera-
pie-Algorithmus Abb. 29).
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Therapiebeginn

Tagliche PEX (ca. 4 Iid) mit FFP

!

Ansprechen auf Therapie Fehlendes Ansprechen

PEX fortsetzen bis 2 Tage Thrombozyten >150.000/ul und € - = auf Therapie:

LDH normal, Hamolysezeichen ricklaufig

|

Konsolidation

PEX reduzieren und ausschleichen

!

Remission

Thrombozytenzahlen andauernd normal (fur 1-2 Wochen):

Stopp PEX, ZVK entfernen

!

Nachkontrollen

Engmaschige Hb- und Thrombozytenzahl-Kontrollen

Abb. 29: Therapiealgorithmus der priméaren idiopathischen TTP. Die unterbrochene Linie stellt eine
Therapieindikation dar, die nur fir die Minderheit der Patienten zutrifft. FFP: Fresh Frozen Plasma,
PEX: Plasma-Exchange Therapie, ZVK: zentraler Venenkatheter, Hb: Hamoglobin (modifiziert
nach (7, 34))

Wichtig fir die adaquate Durchfiihrung des Algorithmus ist, dass auch nach dem Start der
Plasmapheresetherapie nach weiteren Atiologien gesucht wird, die die klinischen Symp-
tome des Patienten erklaren kénnen. Oftmals versteckt sich hinter einer vermeintlichen
TTP auch eine Exazerbation eines SLE, deren Differenzierung von einer TTP oftmals auf-
grund der ahnlichen Symptomatik kaum mdglich erscheint (95). Zudem kdnnen
systemische Infektionen und Tumorerkrankungen das Erscheinungsbild einer TTP an-
nehmen. Sollte eine andere Identitat fir die klinischen Symptome des Patienten gefunden
werden als die TTP, so sollte die Plasmapherese gestoppt werden (34).

Bei schlechtem Ansprechen auf alleinige Plasmaaustauschtherapie kann zusétzlich ver-
sucht werden, die Remission mittels Gaben von Glukokortikoiden zu erreichen. Balduini et
al. konnten ein verbessertes Outcome unter PEX und Steroidtherapie zeigen (145), je-
doch ist die Wirksamkeit einer Kortikosteroidtherapie bislang nicht in kontrollierten,
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randomisierten klinischen Studien nachgewiesen worden (7, 33). Vinkaalkaloide (1 mg
Vincristin /d fur drei Tage) sollten aufgrund ihrer schweren Nebenwirkungen ebenfalls nur
unter sorgsamem Abwéagen von Nutzen und Risiko zum Einsatz kommen. Gleiches gilt fir
andere  immunmodulierende = Chemotherapeutika wie  Cyclophosphamid, und
Cyclosporin A. Fur diese Substanzen konnte ebenfalls noch keine effektive Wirksamkeit

belegt werden, auch wenn sie in einzelnen Fallen zur Remission fuhrten (7).

Der Einsatz von Rituximab wahrend schweren TTP-Exazerbationen und zum Erhalt der
Remission bei riickfallgefadhrdeten Patienten unterliegt derzeit in Deutschland noch dem
Off-label Einsatz. Scully et al. untersuchten 2011 die Rituximabwirkung bei der TTP in ei-
ner klinischen Studie (37). In der STAR-Study of TTP and rituximab, A randomized clinical
Trail (U.S. National Institutes of Heath, 2010) wurde der Effekt der Rituximabgaben zu-
séatzlich zur Plasmapheresetherapie gegen den alleinigen Einsatz von PEX zusammen mit
Glukokortikoiden getestet. Schon friihere Studien konnten belegen, dass durch den Ein-
satz von Rituximab, einem monoklonalen Antikdrper gegen CD20, eine langere
Remission ohne erneute Ruckfélle erzielt werden konnte als bei einer konventionellen
Therapie nur mittels PEX in Kombination mit Steroiden (1 mg/kg KG Predisolonaquivalent
oral) (146, 147). Die 2011 veréffentlichen Ergebnisse von Scully et al. Uber den Einsatz
von Rituximab zur Initialtherapie der TTP und als Pravention vor Ruckfallen ist vielver-
sprechend. Die Gruppe konnte in der Studie nachweisen, dass durch Rituximabgaben
initial zur PEX der Klinikaufenthalt der Patienten, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, ver-
kirzt werden konnte. Ein weiteres vielversprechendes Ergebnis der Studie war, dass die
Patienten unter Rituximab signifikant weniger Ruackfallen erlitten, als die Kontrollgruppe
unter konventioneller Steroid- und immunsuppressiver Therapie (37). Eine engmaschige
Uberwachung bei betroffenen Patienten wére vorstellbar, um im Falle einer Blutbildveran-
derung, die auf den Ausbruch eines erneuten Schubes hinweist, rechtzeitig mit
Rituximabgaben zu intervenieren. Hierflr ist eine schnelle und zuverlassige ADAMTS13-
Bestimmung notwendig, um eine Routine ADAMTS13-Aktivitatsbestimmung durchfiihren
zu kénnen. Die FRET-Assays stellen eine Méglichkeit fir ein routinemaBiges ADAMTS13-
Monitoring dar (133).

Derzeit liegt die Therapieempfehlung fiir den Einsatz von Rituximab bei 375 mg/m? pro
Woche flr vier aufeinanderfolgende Wochen (142). Da die Halbwertszeit von Rituximab
durch die Plasmapherese beeinflusst wird, sollte nach der Rituximabgabe die Plasmaphe-
resetherapie flr wenigstens vier bis 24 Stunden unterbrochen werden (148). Ein weiteres
Hinauszdgern der PEX wirde sich jedoch nachteilig auf den Krankheitsverlauf des Patien-
ten auswirken. Durch die Plasmapherese kann es zu Schwankungen im Rituximabspiegel
um bis zu 65 % kommen, weshalb mehrmalige Gaben von Rituximab nétig werden (149).
Die Untersuchung tber die Pharmakokinetik von Rituximab wéhrend der PEX zeigte, dass
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innerhalb von 3 Tagen eine Depletion der B-Zellen einsetzte, wobei die Anzahl der durch-
gefluihrten Plasmapheresen nach Rituximabgabe keine Rolle spielten. Diese Tatsache
lasst den Rlckschluss zu, dass eine initiale Gabe von 375 mg/m? Rituximab eher Uberdo-
siert erscheint. Jedoch ist die minimal wirksame Dosis noch unbekannt (149). Im Schnitt
lasst sich die Wirksamkeit von Rituximab fir etwa 10 bis 12 Monate verfolgen. In dieser
Zeit blieben die untersuchten Patienten rickfallfrei (33, 37). Das Nebenwirkungsspektrum
der Rituximabtherapie ist breit gefachert. Oft treten nur leichte Nebenwirkungen wie Fie-
ber, Schuttelfrost, Kopfschmerz, Ubelkeit und Blutdruckabfall auf. Gravierende
Nebenwirkungen wie kardiogene Schocks und schwere Infektionen sind selten, missen
jedoch umso kritischer (150) bei der Therapieabwagung mit beurteilt werden (33). Derzeit
kénnen die Langzeiteffekte von Rituximab noch nicht beurteilt werden. Geflirchtete Infek-
tionen und andere schwerwiegende Nebenwirkungen blieben in der von Scully et al.

durchgefiihrten Studie bei der Patientenkohorte unter Rituximab jedoch aus (37).

Die Mainzer Studie zeigte, dass im Schnitt 26,5 Plasmapheresen nétig waren, um die Pa-
tienten in die Remission zu flhren, was bei einer durchschnittlichen Plasmapherese-
therapie mit vier Liter Plasmaaustausch pro Sitzung einem Gesamtvolumen von 106
Litern FFP entspricht. Diese Menge verdeutlicht die Dringlichkeit, mit der nach
supportiven Therapien gesucht wird, um die Therapiedauer flr die Patienten zu verkir-
zen. Nur 35,5 % der befragten Patienten erhielten eine zusétzliche Rituximabtherapie
neben der Plasmapherese. Die Auswertung lasst aber auch vermuten, dass oft der Ein-
satz der Rituximabtherapie entweder zu lange hinausgezégert wurde oder der behan-
delnde Arzt zu zégernd mit dem Einsatz von Rituximab umging. In den schweren Fallen
wurde jedoch eher die Entscheidung flr eine zuséatzliche Gabe von Rituximab getroffen.
Inwiefern sich die Gaben von Rituximab auf die Ruickfallrate der Patienten auswirkte,

konnte anhand des durchgefihrten Fragebogens nicht evaluiert werden.

Neue Therapieansatze stellen die Aptamer- und die rekombinate ADAMTS13-Therapie
dar. Mayr et al. entdeckten 2010 ein Aptamer, ARC1779, das spezifisch an die A1-
Domane des VWF bindet und so die VWF-gesteuerte Thrombozytenaggregation Uber den
GPlb-Rezeptor verhindert (151). Durch den Einsatz von ACR1779 wird die Neuausbildung
von Thromben in einem Akut-Stadium der TTP unterbunden, wodurch schwerwiegendere
Schaden in der Endstrombahn der Organe vermindert werden kénnen. In dem 2011 verof-
fentlichten Bericht von Caterland et al. konnte gezeigt werden, dass die Patienten des
Aptamer-Armes schneller die Remissionen erreichten als die Placebogruppe. Die Gabe
von ARC1779 konnte jedoch nicht alle Laborparameter der TTP-Patienten korrigieren
(152). Die Aptamer-Therapie kann, wie auch die immunsupprimierende Therapie, zusatz-
lich zur PEX angewendet werden. Da sie jedoch nicht in die Pathophysiologie der
Krankheitsentstehung eingreift, bleibt sie als supportive MaBnahme anzusehen (150). Die
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Aptamer-Forschung stellt ein vielversprechendes Therapiekonzept fur die TTP dar, muss
aber Uber die nachsten Jahre noch verbessert und erprobt werden. Das Medikament wur-
de von den Patienten gut vertragen, schwere Blutungskomplikationen blieben aus (150).
Zudem konnte im Maus-Modell der Einsatz von rekombinanten ADAMTS13 (153) und N-
acetylcystein (154) erprobt werden. In welchen Dosen rekombinantes ADAMTS13 bei ei-
ner akuten erworbenen TTP eingesetzt werden muss ist von Patient zu Patient
unterschiedlich. Je nach Ausgangstiter der inhibitorischen Anti-ADAMTS13-Antikdrper
sind unterschiedliche Mengen an rekombinanten ADAMTS13 nétig, um die vorhandenen
Antikérper abzusattigen und rekombinantes ADAMTS13 zu substituieren. Derzeit ist noch
nicht sichergestellt, dass rekombinantes ADAMTS13 allein, ohne PEX, akute Episoden

einer erworbenen TTP Uberwinden kann (155).

Die Therapie der TTP ist vielseitig und oft abhangig von der urséchlichen Atiologie der Er-
krankung. Somit gelten fir Schwangerschafts-assoziierte Falle andere Therapierichtlinien
als beispielsweise fur HIV-assoziierte, fir Knochenmarktransplantation-assoziierte und
Malignom-assoziierte TTP-Félle. 2012 verdffentlichten Scully et al. die neuesten Guide-
lines on diagnosis and management of thrombotic thrombocytopenic purpura and other
thrombotic microangiopathies (39). Im folgenden Abschnitt sind die wichtigsten Therapie-

grundséatze nochmals kurz mit jeweiligem Evidenzgrad zusammengefasst (aus (39)):
1. TTP muss als hamatologischer Notfall behandelt werden (1A).

2. Die initiale Diagnose muss anhand der Anamnese, Klinik, Routinelabor und Blut-
ausstrich gestellt werden (1A).

3. Um die Mortalitat der TTP zu senken, muss eine unverzugliche PEX innerhalb der
ersten vier bis acht Stunden nach Vorstellung eingeleitet werden, wenn der Patient

Zeichen einer hamolytischen Anamie und Thrombozytopenie aufweist (1B).

4. HIV-, Hepatitis B-, Hepatitis C-, Autoantikdrper- und ggf. Schwangerschaftstests
sollten bei Aufnahme erfolgen (1A).

5. Plasmaproben vor Therapiebeginn abnehmen, um ADAMTS13-Aktivitat, -Antigen
und —Antikorper testen zu lassen (1B).

e ADAMTS13-Aktivitdt < 5 %, das Fehlen von Autoantikbrpern und der
homozygote oder heterozygote Defekt des ADAMTS13-Gens sprechen fiir
eine kongenitale TTP (1 A).

6. Um Ruckfélle und Wiedererkrankungen zu vermeiden, sollten Medikamente, die
eine TTP triggern kénnen (z.B. Chinin, dstrogenhaltige Medikamente) vermieden
werden (2 C).

7. An TTP erkrankte Frauen sollten Ostrogen-freie Kontrazeptiva erhalten (1 C).
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Wichtige Therapierichtlinien der akuten TTP (siehe hierzu auch Abb. 29):

1.

PEX mit 1,5-fachem Plasmavolumenaustausch beginnen und téglich wiederholen
(1B).
Austauschvolumen kann reduziert werden, wenn sich die Laborwerte und Klinik

des Patienten stabilisiert haben(2 B).

Bei lebensgefahrlichen Erkrankungen sollte eine Therapieintensivierung durchge-
fuhrt werden (2 B).

Nach Normalisierung der Laborwerte (Thrombozyten > 150.000/pl) sollte die PEX

noch flr mindestens zwei Tage weiter durchgefihrt werden (2 B).

Schwangere mit kongenitaler TTP sollten wahrend der Schwangerschaft und post-
partum in spezialisierten Kliniken betreut werden und ADAMTS13-Substitutionen
erhalten (1 A).

Bei Schwangeren mit erworbener TTP sollten wahrend und nach der Schwanger-
schaft regelmaBige ADAMTS13-Aktivitatskontrollen durchgefihrt werden (1B).

Bei Malignom- oder Knochenmarkiransplantation-assoziierter TTP ist eine PEX
nicht indiziert (1 A).

Zusétzliche Therapieoptionen:

1.

2.

Intravendse oder orale Steroidtherapie kann durchgefiihrt werden (1 B).

Bei schweren Verlaufen einer akuten idiopathischen TTP (neurologische oder kar-
diale Symptome) sollte zuséatzlich zur PEX und Steroiden eine Rituximabtherapie
erwogen werden (1 B).

Bei (chronischen) Ruckfallen oder therapierefraktérer TTP sollte den Patienten Ri-
tuximab verabreicht werden (1 B).

Bluttransfusionen (1B), Folsauresubstitution (1 A), Thromboseprophylaxe mit nie-
dermolekularem Heparin ab Thrombozytenzahlen > 50.000/ul (1B) sollten
individuell bei Bedarf verabreicht werden.

5.1.4 Nebenwirkungen der Plasmapheresetherapie

Die Plasmapheresetherapie wurde mit gréBer werdendem Erfolg in der Therapie der TTP

etabliert. Heutzutage ist die Plasmapherese in vielen Kliniken durchfiihrbar und ihr Ein-

satzspekirum vielféltig. Bei der Beurteilung von Nebenwirkungen, die bei einer PEX

auftreten kénnen, erscheint es sinnvoll, zwischen zwei verschiedenen Gruppen der Ne-

benwirkungen zu unterscheiden:
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Nebenwirkungen,
1) die mit dem Plasmaphereseverfahren assoziiert sein kénnen (siehe 5.1.4) und
2) die durch die Substitution von Fremdplasma hervorgerufen werden kénnen.

Unerwiinschte Reaktionen, die durch die extrakorporale Zirkulation oder durch den Ein-
satz von Substitutionspraparaten hervorgerufen werden kdnnen, reichen von leichter
Ubelkeit bis hin zu lebensgefahrlichen Situationen fiir den Patienten (156). Ishihara et al.
teilen die Reaktionen auf die Plasmapheresetherapie nach der Zeit ihres Auftretens in fru-
he Reaktionen (von Beginn bis 30 min nach Start der PEX auftretend), mittlere (nach 30
Minuten nach Therapiestart bis 30 min vor Therapieende auftretend) und spate Reaktio-
nen auf die Therapie ein (157). Frihe Reaktionen auf die Therapie traten in der
angegebenen Patientengruppe nur selten auf (2,9 %) und umfassten vor allem vaso-
vagale Reaktionen, Urtikaria, Erbrechen und ein einmaliges Todesereignis bei einem
Patient. Am h&ufigsten wurden Reaktionen in der mittleren Zeitspanne bei der Therapie
beobachtet (8,6 %), worunter hauptsachlich Hautausschlage, Ubelkeit, Blutdruckabfall,
Hamolyse und Angst zu nennen waren. Spatkomplikationen wurden nur sehr selten in
Form von Urtikaria beobachtet (157).
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Unerwinschte Reaktionen, die direkt mit der Plasmasubstitution in Verbindung gebracht
werden kénnen, sind in Tabelle 40 aufgelistet.

Unerwiinschte Nebenwirkungen bei Unerwiinschte Nebenwirkungen bei

FFP-PEX s/d Plasma PEX

= Risiko fur allergische Reaktionen Risiko fur allergische Reaktionen
0,053 % / Beutel (47) 0,003%/Beutel (47)

= Allergische Reaktionen auf Citrat 18 % Allergische Reaktionen auf Citrat
far CSP (50) 6,9 % (50)

= 1 TRALI Fall pro ca. 3500 > 150000 PEX in Jena ohne TRALI
transfundierte Plasma Units (36) (158)

= Potentiell hdheres Risiko fiir vendse
Thrombus aufgrund von |Protein S
(51)

Tabelle 40: Zwischenfalle der Plasmapherese: Gegentiberstellung von FFP und s/d Plasma. CSP:

Cryosupernatantplasma. Aus (159).

Das Risiko einer allergischen Reaktion auf das solvent/detergent Plasma wird wesentlich
niedriger beschrieben als Reaktionen auf Einzelspenderplasma. Im aktuellen
Hamovigilanzbericht des PEI von 2010 (160) werden die schweren allergischen Zwi-
schenfélle auf Gefrierplasma mit 17,36 % pro 10° transfundierte Einheiten beschrieben.
Insgesamt, auf die Daten der Vorjahre bezogen, stiegen die schweren allergischen Reak-
tionen auf das Plasmaprodukt an. Eine Differenzierung der Daten zwischen
Zwischenfallen bei FFP-Transfusionen und s/d Plasma-Transfusionen ergibt sich aus dem
Hamovigilanzbericht jedoch nicht. Edel et al. berichten aber Uber den dsterreichischen
Hamovigilanzbericht, der die allergischen Reaktionen auf FFP mit 0,053 % pro Unit angibt
(47). Fur s/d Plasma liegt das Risiko fiir allergische Reaktionen laut Edel et al. bei
0,003 % pro Unit.

Eine Gruppe der haufigsten Nebenwirkungen, die durch die Plasmapherese hervorgeru-
fen werden, sind Reaktionen auf das zur Antikoagulation verwendete Citrat. Citrat ruft
eine Hypokalziamie hervor, durch die es zu Muskelkrampfen, Parasthesien, EKG-
Veranderungen und in schweren Fallen zur Tetanie kommen kann. Eine sinnvolle Stan-
dardprophylaxe gegen die Citrat-assoziierte Hypokalziamie ist die Infusion von Kalzium-
Gluconat (2 cm? einer 10 %igen Kalium-Gluconat-Lésung pro 250 ml ersetztes Plasma)
wahrend der Therapiesitzung (161). Sollte diese Menge bei einem Patienten nicht ausrei-
chen, um einer Citratintoxikation vorzubeugen, wird eine zuséatzliche orale Substitution

von Kalziumkarbonat empfohlen (51).
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Ein entscheidender Faktor, bei dem das FFP weit hinter den Werten des Octaplas® zu-
rickbleibt, sind unerwlnschte Wirkungen aufgrund der Citratbelastung durch die Plasma-
substitution. Die in der Tabelle 40 angegebenen Werte beziehen sich auf Cryosuper-
natant-Plasma. Die Werte kénnen aber in &hnlicher Weise auch auf das FFP Ubertragen
werden, da beide Plasmen aus Einzelblutspenden hergestellt werden (19). Symptome auf
das im Plasma vorhandene Citrat werden meist von Patienten in Form von Muskelzittern
oder Parasthesien im Oropharynx und an den distalen Extremitaten erlebt, die mit Kalzi-
um ausgeglichen werden kénnen (51). Durch die Verwendung von Octaplas® kann die
Citratreaktion jedoch um 50 % reduziert werden.

Shemin et al. beschreiben eine Komplikationsrate bei der PEX von insgesamt 36% (51).
Bei 11 % der PEX traten bei der untersuchten Patientengruppe mehrere Komplikationen
auf. 80 % der untersuchten Patienten erlitten wenigstens eine Komplikation. In der Kohor-
te traten Fieber, Urtikaria, Hypokalziamie-Symptome sowie Pruritus am haufigsten auf.
Zudem konnen eine Citrat-assoziierte metabolische Alkalose auftreten oder hamorrhagi-

sche Diathesen entstehen (51, 159) (siehe auch Kapitel 2.5).

In Tabelle 41 sind die verschiedenen Nebenwirkungen der PEX, die bei den Mainzer Pati-
enten aufgetreten sind dokumentiert. Verglichen wurden die Haufigkeiten mit Daten des
Rhode Island Hospitals.

Art der Nebenwirkung Mainzer Patienten Rhode Island Hospital

Parasthesie 64,4 % 7,3 %
Schittelforst 61,2 % n. u.

Kopfschmerzen 50,6 % 0,3 %
Tachykardie 36,8 % 5,6 %
Hitzegefiihl 35,6 % 7.7 %
Urtikaria 34,7 % 7,3 %
Kollaps 31 % n. u.
Hypotonus 26,4 % 6,9 %

Tabelle 41: Haufige Nebenwirkungen der Plasmapherese bei der Mainzer Patientenkohorte und
der Untersuchung von Shemin et al. (2007) aus dem Rhode Island Hospital mit (51, 159). N. u.:
nicht untersucht.

Auffallend an den oben dargestellten Daten ist, dass die Zahlen in Mainz wesentlich héher
liegen als die Zahlen aus Amerika. Dies mag in mehreren Griinden seine Ursache finden:
die Patienten aus Rhode Island bekamen eine individuelle prophylaktische Therapie, um
maoglichen Nebenwirkungen vorzubeugen. So wurden alle Patienten prophylaktisch mit
der von Weinstein empfohlenen Kalziumdosis von Beginn der PEX an behandelt. Zudem
bekamen Patienten, bei denen nach der ersten PEX eine allergische Reaktion in Form
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von Urtikaria auftrat, eine Prophylaxe mit Diphenhydramin vor der Behandlung, um aller-
gische Reaktionen in Zukunft zu vermeiden. Bei einem Blutdruckabfall unter 100 mmHg
systolisch wurde den Patienten Volumen (NaCl 0,9%-L6sung) verabreicht. Zudem wurden
die Vitalparameter der Patienten strikt kontrolliert und von speziell geschultem Personal
dokumentiert (51). Jedoch ist zu beachten, dass im Rhode Island Hospital 1727 Félle un-
tersucht wurden und in der Mainzer Studie nur die Daten von 87 Patienten evaluiert
werden konnten. Anhand der gegeben Daten kann kein direkter Vergleich aufgestellt wer-
den, doch lassen sich Trends ablesen. Parasthesien, Hitzegefihl und Urtikaria kamen
waren die haufigsten Nebenwirkungen in beiden Patientengruppen. In Mainz traten Kopf-
schmerzen bei etwa 50 % der Patienten auf, wohingegen diese Nebenwirkung der PEX in

Rhode Island nur bei 0,3 % der Patienten vorkam.

Die akkurate Dokumentation der Nebenwirkungen und Vitalparameter konnte bei der
Auswertung der Mainzer Patientendaten nicht stattfinden, da es sich um eine retrospekti-
ve Patientenbefragung handelt. Die Patienten wurden teilweise in verschiedenen Kliniken
behandelt und die Symptome konnten nur subjektiv vom Patienten wiedergegeben wer-
den. Eine Riickfrage bei behandelten Arzten oder ein Aktenstudium war nur méglich,
sofern die Patienten den Fragebogen nicht anonymisiert beantwortet hatten. Besonders
far klinische Messpunkte wie Hypotension und Tachykardie konnten somit nur ungenaue
Daten gesammelt werden. Somit wurde eine Tachykardie bei Patienten angenommen, die
wéahrend des Therapieprozederes starkes Herzrasen verspirten. Mit dem Symptom des
Blutdruckabfalles taten sich viele Patienten sehr schwer, da sie oft nicht eindeutig wieder-
geben konnten, ob sie unter Hypotension litten. Somit fehlt es den hier angegebenen
Daten méglicherweise an Spezifitat.

Um die Patientenangaben genauer zu differenzieren, wurde darum gebeten, dass die Pa-
tienten den durchlebten Nebenwirkungen einen Schweregrad zuteilten. Somit konnte
jeder Patient eine Aussage dariiber machen bei welchem Schub welche Reaktionen ver-
spurt wurden, und wie intensiv diese waren. Hierzu wurde den Patienten angeboten die
Intensitat der Nebenwirkung auf einer Skala von null (nicht aufgetreten) bis finf (sehr

stark) zu quantifizieren.

Bei der Auswertung der Nebenwirkungsqualititen ergibt sich, dass besonders
Kribbelparasthesien als stark (17,2 %) bis sehr stark (12,6 %) beschrieben wurden. Auch
Schittelfrost war eine Reaktion auf die durchgeflhrte Therapie, die in 18,4 % der Falle als
sehr stark wahrgenommen wurde. Kopfschmerzen traten etwa der Halfte der Therapien
auf, wobei diese als sehr leicht (16,1 %) bis maBig (11,5 %) beschrieben wurden. Hitzege-
fuhl war ebenfalls eine Reaktion, die meist nur in leichter auftrat. Urtikaria und Hypotonus
wurden bei den durchgeflihrten Therapien sehr unterschiedlich stark erlebt. Die Korrelati-
onstabelle (Tabelle 19, Kapitel 4.1.5) zeigt, dass die verschiedenen Nebenwirkungen auf
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die Therapie auch nebeneinander aufgetreten sind. Signifikant haufig traten Schittelfrost
zusammen mit Kopfschmerzen oder Tachykardie auf. Bei dem gemeinsamen Auftreten
von Urtikaria und Hitzegefiihl konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang gesehen
werden. Von klinischer Bedeutung sind jedoch das gemeinsame Auftreten von Kollaps
und Hypotonus. Aus der Kreuztabelle I&sst sich zudem entnehmen, dass Kollaps signifi-
kant haufig mit anderen Nebenwirkungen wie Urtikaria, Kopfschmerz, Hitzegeflihl und
Tachykardie gemeinsam auftrat.

Kribbelparasthesien war die einzige Nebenwirkung, die nur wenig Signifikanz im gemein-

samen Auftreten mit anderen Reaktionen zeigte.

Ein interessanter Aspekt flr weitere klinische Untersuchungen wére die Untersuchung
von Plasmapherese und Plasmaseparation bezlglich ihres Nebenwirkungsspektrums.
Wahrend bei der Plasmapherese eine Separation der Blutbestandteile durch Zentrifugati-
on herbeigefuhrt wird, wird bei der Plasmaseparation das Plasma durch Filtration von den
Blutkomponenten getrennt.? Derzeit findet sich noch keine vergleichende Studie in Bezug

auf Effektivitat, Vertraglichkeit und Nebenwirkungen der beiden Verfahren bei der TTP.

Bei der Untersuchung von verschiedenen Apherese-Systemen wurden jedoch bereits un-
terschiedliche Nebenwirkungen und Komplikations-Spektren erkannt (157).

Ein Vergleich erscheint schwierig, da die Durchfihrung der TherapiemaBnahmen sehr in-
dividuell bei den Patienten gehandhabt werden muss. Oft ist wahrend des Verfahrens
eine Veranderung der Einstellungen notwendig und das Verfahren muss an die Patien-
tensituation angepasst werden, wodurch eine objektive Beurteilung erschwert wird.
Dennoch ware die Untersuchung dieses Teilaspektes der Therapie zur Vervollstdndigung
der Therapiebeurteilung wichtig. Das transfundierte Plasmaprodukt stellt nur eine Hélfte
der Therapieform der PEX dar, die andere, durchaus genauso wichtig erscheinende Half-
te, wird durch die verwendete Apparatur gestellt. Dementsprechend sinnvoll erscheint
eine ganzheitliche Beurteilung des Therapiekonzeptes.

Ein weiterer Gesichtspunkt, unter dem die Patientendaten betrachtet werden kénnen, ist,
neben den Vorerkrankungen die Allergieneigung der Patienten. So kann ein Zusammen-
hang zwischen einer vorbestehenden Allergie und einer Hyperreagibilitdt auf das verab-
reichte Plasmaprodukt vermutet werden. Die Befragung ergab, dass 49,5 % der Patienten
unter einer Allergie leiden (vgl. 4.1.6. Abb. 15).

2 Korrespondenz mit Dr. R. Conradi, Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin Mainz und

Dr. B. J. Thanka Nadar, I. Medizinische Klinik der Universitdtsmedizin Mainz.
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Bei der Plasmapherese erlitten 35,6 % der Patienten eine allergische Reaktion auf das
Plasmapréaparat. Diese Beobachtungen konnten auch bei &hnlichen Untersuchungen an-
derer Gruppen festgestellt werden (162). In der Untersuchung von Reutter et al. zeigten
bis zu 71 % der Patienten, die FFP erhielten, eine allergische Reaktion auf das Plasma.
Von Baeyer beschrieb die allergischen Reaktionen auf FFP mit 40- 45 % (163). Wenn die
Patienten der Mainzer Kohorte eine allergische Reaktion auf das Substitutionsplasma
zeigten, wurden sie ab der folgenden Behandlung prophylaktisch mit einem
Antihistaminikum (bei 12,4 % der Bertoffenen) oder Glukokortikoiden (5,6 % der Betroffe-
nen) behandelt. Trotz einer antiallergischen Praexpositionsprophylaxe kdnnen allergische
Reaktionen auftreten. Bei einer Immunreaktion unter antiallergischer Therapie sind die
Patienten auf intensive arztliche Uberwachung angewiesen, um sicherzustellen, dass
mogliche Symptome nicht eskalieren (162). Bei 14 von insgesamt 29 Mainzer Patienten,
die allergisch auf das Plasmaprodukt reagierten, traten die Allergiesymptome auch in an-
schlieBenden Behandlungen, trotz therapeutischer MaBnahmen, wiederholt auf. Zwei
Patienten erlitten einen anaphylaktischen Schock unter der Plasmatherapie. Diese Ergeb-
nisse spiegeln sich auch in der Studie von Reutter et al. wieder, wo sogenannte "break-
through"-Reaktionen bei etwa der Hélfte der Patienten unter Antihistaminikaschutz auftra-
ten (162).

Md&gliche Ursache fir das haufige Auftreten von allergischen Reaktionen auf das Substitu-
tionspréparat bei den TTP-Patienten kénnte die groBe Menge an Plasma und die
Therapieldnge sein, mit denen sie wahrend der Therapie in Kontakt kommen. In der Lite-
ratur wird die Inzidenz fir das Auftreten von allergischen Nebeneffekten mit 1-3 % pro
Plasmaunit angegeben (164).

Eine Korrelation zwischen der Anzahl der verschiedenen Allergien der Patienten und der
Anzahl der individuellen Nebenwirkungen ergab keine Signifikanz (vgl. Tabelle 60 im An-
hang), was bedeutet, dass TTP-Patienten mit vielen Uberempfindlichkeiten oder Allergien
nicht haufiger unter Nebenwirkungen litten als Patienten mit wenigen Allergien.

Eine endgliltige Aussage Uber die bessere Vertraglichkeit von Octaplas® im Vergleich zu
FFP konnte nicht gezogen werden. Die Befragten wurden fast ausschlieBlich mit her-
kémmlichem FFP behandelt. Nur bei einzelnen Patienten wurde eine Plasmapherese mit
Octaplas® durchgefiihrt (siehe Abb. 30). Bei einer Patientin wurde nach anfanglicher FFP
Therapie auf Octaplas® umgestellt, da diese Patientin schwerste Reaktionen auf das ver-
abreichte Fremdplasma zeigte, die sich unter der Therapie mit s/d Plasma besserten (vgl.
Tabelle 61 im Anhang). Pandey et al. beschreiben in ihrem aktuellen Review von 2012,
dass allergische Reaktionen auf s/d Plasma wesentlich seltener sind, als auf herkdmmli-
ches FFP, bei dem es neben leichten Uberempfindlichkeitsreaktionen auch zum
anaphylaktischen Schock kommen kann (164).
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Neben den schwerwiegenden unerwiinschten Reaktionen auf das Fremdplasma und die
verabreichten Substanzen, die durch eine Plasmapherese hervorgerufen werden kénnen,
fihrt auch der fur die PEX nétige vendse Zugang oft zu erheblichen Komplikationen (51).
Abb. 30 stellt die Haufigkeiten von Katheter-assoziierten Reaktionen den allergischen Re-
aktionen auf die Plasmaprodukte gegeniber.
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Abb. 30: Gegenuberstellung der Haufigkeiten von allergischen Reaktionen auf das verabreichte
Plasmapraparat und unerwiinschten Reaktionen auf den Venenverweilkatheter. AR: allergische
Reaktionen. Aus (159).

FUr einen adaquaten Plasmaaustausch sind groBvolumige Venenkatheter nétig, die oft
aufgrund einer intensiven Therapie lang verweilen missen. Aufgrund dessen sind
Katheterinfektionen nicht selten (51, 165). Fir die PEX wurde in 72,2 % der Félle ein zent-
raler Katheter gelegt. Bei diesem Zugang kam es bei 35,6 % dieser Falle zu Katheter-
assoziierten Zwischenféllen, wie zum Beispiel Blutungen oder Infektionen. Je langer der
gewahlte Katheter bei den Patienten flr die Therapie verweilen muss, umso gréBer wird
das Risiko fur eine Infektion im Bereich der Einstichstelle. Bei den befragten Patienten
war das Komplikationsrisiko verhaltnisméBig hoch. In anderen Untersuchungen von gro-
Ben Patientengruppen lag die Komplikationsrate durch Blutungen und Infektionen bei 2,3
% (51). Bei der Auswertung des Oklahoma TTP Registry lag die Komplikationsrate der
zentralen Venenkatheter bei einer ahnlich starken Kohorte bei 13 % (165). Bei der Aus-
wertung des Oklahoma TTP Registry wurden nur die schweren Katheter-assoziierten
Komplikationen ausgewertet. In der hier durchgefihrten Studie wurde jedoch nicht zwi-
schen der Schwere der Komplikation differenziert, sondern nur eine quantitative
Auswertung durchgefihrt.
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Die lange und intensive Therapie der TTP stellt fir viele Patienten eine enorme psychi-
sche Belastung dar, weshalb bei der Entwicklung neuer Therapiekonzepte mehr denn je
die Lebensqualitat der zu therapierenden Patienten im Fokus der Forschung steht. Fir die
Durchfihrung einer Plasmapherese ist das invasive Legen eines Venenverweilkatheters
fast unumganglich. 65,5 % der Mainzer Patienten hatten Angst vor der Katheteranlage,
was die Belastungssituation fur die Patienten noch vergréBert. Dies beobachteten auch
Rios et al. in ihrer Studie 2012 (166).

Die gefahrlichste Reaktion auf das verabreichte Fremdplasma kann die Entwicklung eines
TRALI darstellen. Seit 2009 sind aufgrund des Risikoprofils nur noch Plasmaspenden von
Spenderinnen mit negativer Schwangerschaftsanamnese zugelassen (167). Der
Hamovigilanzbericht 2010 berichtet Uber keine TRALI in Zusammenhang mit der Transfu-
sion von Gefrierplasma (168). Hellstern berichtete noch 2004 Uber eine weit hdhere
Inzidenz von TRALI, die jedoch aufgrund des neuen Transfusionsgesetzes relativiert wer-
den muss (48). 2009 lag die Inzidenz von TRALI laut Angaben des Paul-Ehrlich-Institutes
noch bei 4,56 % pro 10° transfundierte Plasmaunits und konnte 2010 auf null Zwischenfal-
le gesenkt werden.

Tabelle 42 stellt die oben diskutierten Punkte noch einmal zusammenfassend gegenlber:

FFP Octaplas®

e Allergische Reaktionen auf Plasma 1 e Allergische Reaktionen auf Plasma |

e C(Citratreaktionen 1
e TRALI (seit 2010) «

e |Infektionsrisiko (HCV, HBV, HIV
2010) «

Citratreaktionen |

TRAL| &

Infektionsrisiko <

e Gerinnungsfaktoren 1 Gerinnungsfaktoren |

e ADAMTS13 Aktivitat < ADAMTS13 Aktivitat «

Tabelle 42: Vergleich der Vor- und Nachteile von FFP und Octaplas®. | = Vermindert im Vergleich
zum Konkurrenz Plasma, 1= erhéht im Vergleich zum Konkurrenzplasma, < = Gleiche Vorausset-

zungen in beiden Plasmen. Infektionsrisiko: Vgl. Daten Hamovigilanzbericht 2010 (160).

Aufgrund dessen, dass in den letzten Jahren die Ubertragung von Krankheiten und TRALI
durch FFP fast auf den Nullpunkt gesunken sind (160), unterliegt das FFP dem s/d Plas-
ma nur noch bei der Triggerung von allergischen Reaktionen. Der Schwachpunkt des
Octaplas® liegt darin, dass es eine verminderte Konzentration an Gerinnungsfaktoren
aufweist, wodurch das Risiko fir ein thrombembolisches Ereignis bei den Patienten steigt.
Letztlich bleibt es dem behandelten Arzt Uberlassen, fir welches Plasmaprodukt er sich
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entscheidet, solange die Therapie schnellstmdglich bereitgestellt wird. Die durchgefiihrte
Untersuchung konnte keine eindeutige Uberlegenheit von einem speziellen Plasmapro-
dukt belegen. Fir TTP-Patienten, die nicht oder nur schlecht auf die Plasmapherese mit
FFP ansprechen, bietet Octaplas® eine adaquate Therapiealternative.

5.2 Diskussion tiber die Ergebnisse der Plasmapréaparate

Bei der Therapie der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura spielt die Plasmaphe-
rese bei den Patienten seit 1991 eine entscheidende Rolle. Supportive
TherapiemaBnahmen werden zwar neben der Goldstandarttherapie herangezogen, kén-
nen jedoch allein keine Heilung herbeiflhren, teilweise fallen sie auch noch unter den off-
label-Einsatz, da ihre Wirkung auf das Krankheitsbild noch nicht sicher in klinischen Stu-

dien bewiesen werden konnte (141) (siehe auch Kapitel 5.1.3).

Die Therapie der TTP stltzt sich vor allem auf den Plasmaaustausch, um eine schnelle
Remission bei den betroffenen Patienten zu erzielen. In schweren Féllen werden zusatz-

lich Kortison und Rituximab empfohlen (7).

Fir die Durchfiihrung einer Plasmaaustauschtherapie stehen heutzutage verschiedene
Plasmaprodukte zur Verfligung, die je nach Verarbeitungsschritten unterschiedlich sicher
in Bezug auf das Ubertragungsrisiko von Krankheiten sind (19). Pharmazeutische Plas-
maprodukte dirfen durch ihre Verarbeitung keinen Enzymverlust erleiden, dennoch sind
die Folgen durch die verschiedenen Arbeitsschritte im Plasma messbar (22, 169).

Im Folgenden sollen die Frischplasmaprodukte Fresh Frozen Plasma und Octaplas® noch

einmal genauer gegenubergestellt werden.
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5.2.1 ADAMTS13-Konzentration in FFP

Unter 4.2.1 wurden bereits ausfihrlich die Messergebnisse der einzelnen FFP-Chargen
dargestellt. Der ADAMTS13-Enzymgehalt schwankt dabei jedoch deutlich zwischen den
verschiedenen Chargen, wie die Abbildung 31 noch einmal veranschaulicht:
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Abb. 31: ADAMTS13-Aktivitatswerte und -Antigen verschiedener Chargen FFP. Dargestellt ist der
MW der Enzymaktivitét aller Methoden, die dargestellten ADAMTS13-Antigenwerte wurden mittels
Imubind®ELISA detektiert. Rot: ADAMTS13-Aktivitat (ng/ml), blau: ADAMTS13-Antigen (ug/ml).

Da es sich bei den Fresh-Frozen Plasmapraparaten um Einzelspender handelt, sind
Schwankungen im Bereich der physiologischen Norm durchaus zu erwarten. Bei den un-
tersuchten Plasmen fand sich keine Charge mit kritisch erniedrigtem ADAMTS13-
Aktivitatswert, woraus zu schlieBen ist, dass durch eine Substitution von FFP den Patien-
ten Plasma mit potentem Enzym zugefiihrt wird. Die Auswertung der ADAMTS13-
Aktivitdtswerte zeigte, dass sich im Plasma der Blutgruppe 0 im Mittel die hochste En-
zymaktivitdt detektiert werden konnte (764,44 ng/ml). Der hdchste ADAMTS13-
Antigengehalt wurde ebenfalls in den Proben der Blutgruppe 0 detektiert (0,65 pg/ml mit-
tels Imubind®ELISA) Dieser Sachverhalt korreliert mit den Studienergebnissen von
O’Donnell et al. (170) und Gallinaro et al. (171), die in ihren Arbeiten einen um etwa 25 %
verringerten VWF-Gehalt in Plasmaproben der Blutgruppe 0 nachweisen konnten. Der er-
héhte ADAMTS13-Gehalt in der Probe kénnte ursachlich fir einen verringerten Gehalt an
VWF im Plasma sein. Auch Terrell et al. konnten einen erniedrigten VWF-Gehalt im
Plasma von Patienten mit Blutgruppe 0 nachweisen. Dieser Nachweis ist jedoch gegen-
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satzlich zu dem erhéhten Erkrankungsrisiko, unter dem TTP-Patienten mit Blutgruppe 0
laut ihrer Studie leiden (78) (siehe Kapitel 5.1.1).

Die ADAMTS13-Aktivitatsmessung wurde mit drei verschiedenen Methoden bestimmt, die
auf unterschiedlichen Detektionsmechanismen fir das gesuchte Enzym basierten.

Dementsprechend variieren auch die Messergebnisse flr die gleiche Probe, je nachdem
welche Methode fiir die Bestimmung der Aktivitat herangezogen wurde. Im Vergleich wur-
den die niedrigsten ADAMTS13-Aktivititswerte mittels des Technozym®ADAMTS13-
FRET Assays bestimmt. Im Gegensatz dazu lieferte der Actifluor™ADAMTS13-Assay, der
ebenfalls auf der FRET-Methode basiert, konsequent die hdchsten Aktivitatswerte (vgl.
Abb. 26, Kapitel 4.2.5). Die Ursachen fir die verschiedenen Aktivitatswerte kbnnen vielfal-
tig sein, so wird beispielsweise bei der Durchfilhrung der beiden FRET-Assays ein
unterschiedliches VWF-Substrat verwendet (27, 57). Dies kdnnte zur Folge haben, dass
es zu unterschiedlichen Enzymreaktionen bei der Spaltung des Substrates kommt. Ein
weiterer Erklarungsansatz liegt in den unterschiedlichen Prim&rantikbrpern, mit denen die
Assay-Platten beschichtet sind. Es werden je nach Kit unterschiedliche Teile des
ADAMTS13 gebunden, wodurch es durch patientenspezifische Mutationen zu Aktivitats-
verlust kommen kann (172). Beide FRET-Assays erzeugen eine Lichtreaktion durch
verschiedene Fluoreszenzmechanismen (57, 61, 173-175) (siehe hierzu auch Kapitel
3.2.4), wodurch es zu unterschiedlich starken Lichtemissionen kommen kann und dadurch
wiederum zu sekundar leicht verfélschbaren Messergebnissen. Bei den photometrischen
und FRET-Methoden spielt die Qualitat der Plasmapraparate eine groBe Rolle, Verunrei-
nigungen durch Kryoprazipitate, erhéhter Bilirubin- oder VWF-Gehalt der Probe kénnen zu
Messungenauigkeiten fiihren (176-179). Eine genaue Zusammenfassung von méglichen
Stérgréssen und Einflussfaktoren sind in den weiteren Veréffentlichungen der Arbeits-

gruppe (52, 58) zusammengestellt.

Um den ADAMTS13-Enzymgehalt im Plasma zu untersuchen, wurde ein Antigen-Test
durchgefiuhrt. Die Messung des ADAMTS13 Antigens ist der Aktivitatsmessung nachge-
stellt und dient als diagnostische Zusatzuntersuchung (180). Die verwendeten Assays, die
hierfiir herangezogen wurden, waren der Technozym®ADAMTS13-Antigenassay und der
Imubind®ELISA von American Diagnostica. Die hdéchsten ADAMTS13 Antigen-
Konzentrationen wurden mittels Imubind®ELISA im FFP der Blutgruppe O detektiert
(0,65 pg/ml). Der Technozym®ADAMTS13-Antigenassay lieferte jedoch fiir die Blutgruppe
AB den héchsten Antigentiter (1,44 pg/ml). Die hier vorliegenden Werte stellen sich ge-
gensatzlich zu den Antigenwerten von Heger et al. dar (181). Von Heger et al. wird
beschrieben, dass es bei der Antigenmessung von FFP zu sehr starken Schwankungen
zwischen den Messergebnissen gekommen ist (0,74 pg/ml - 1,67 pg/ml) (182). GroBe
AusreiB3er der Messergebnisse sind in der hier vorliegenden Arbeit weder bei der Antigen-
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bestimmung mittels Technozym®ADAMTS13 noch mit Imubind®ELISA aufgetreten.
Schwankungen zwischen den einzelnen Chargen waren jedoch bei FFP ausgepréagter als
bei Octaplas®.

Gill et al. beschreiben, dass in Proben der Blutgruppe 0 bis zu 25 % weniger ADAMTS13-
Antigen nachzuweisen ware, dhnliches berichtet auch Heger et al. 2006 (182, 183). Diese
Aussagen konnten die Daten der hier durchgefihrten Versuche ebenfalls nicht belegen.

Der ADAMTS13-Antigengehalt einer Plasmaprobe kann herangezogen werden, um die
gemessene ADAMTS13-Aktivitat besser beurteilen zu kdnnen. Die Detektion beider Pa-
rameter ermdglicht eine Aussage Uber den aktiven Enzymgehalt der Plasmaprobe
(Aktivitats-Antigen-Ratio). So kénnen aktivitdtsbeeinflussende Mutationen und Inaktivie-
rungsprozesse aufgedeckt werden. Kokame konnte belegen, dass bereits eine
Punktmutation zu einem Aktivitatsverlust flihrt, wobei der Antigenlevel jedoch unverandert
bleibt (184-186). Bei etwa 10 % der japanischen Bevdlkerung wird ein heterozygoter
Polymorphismus an P475S, der zu einer geringeren ADAMTS13 Aktivitat flhrt, aber mit
einem normalen Antigenlevel einhergeht, vermutet (186).

Das ADAMTS13-Antigen kann neben der Beurteilung von Autoantikérper zur Differenzie-
rung der hereditaren von der erworbenen TTP herangezogen werden (180). Neben dem
Einsatz in der TTP-Diagnostik besitzt der ADAMTS13-Antigenspiegel auch einen prog-
nostischen Wert bei der koronaren Herzkrankheit. Ein erniedrigter ADAMTS13-
Antigenwert geht mit erhéhtem Risiko eines Myokardinfarktes, Schlaganfalls und kardio-
vaskuldren Erkrankungen einher (187). Durch die Komplexitdt moglicher Interaktionen
(52, 58) ist die alleinige Messung des ADAMTS13-Antigens ungeeignet fur die TTP Diag-
nostik. Zur weiteren Analyse von ADAMTS13 in den verschiedenen Proben ist allein die

gemeinsame Untersuchung von Aktivitat und Antigen sinnvoll.
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5.2.2 ADAMTS13-Konzentration in Octaplas®

Der Vergleich der mittleren ADAMTS13-Aktivitaten in den Octaplas®-Proben ergibt einen
homogenen Aktivitatsspeigel zwischen den einzelnen Blutgruppen (siehe Abb. 32). Die
Blutgruppe 0 zeigt mit 644,12 ng/ml ADAMTS13-Aktivitdt den héchsten Wert, die niedrigs-
te ADAMTS13-Aktivitat wurde in der Blutgruppe A detektiert (600,62 ng/ml). Insgesamt
liegt die Enzymaktivitat jedoch niedriger als in den FFP Proben.
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Abb. 32: ADAMTS13-Aktivitat und Antigen in den verschiedenen Octaplas®-Chargen. Die hier dar-
gestellten Werte sind die Mittelwerte aller 3 Methoden. Die dargestellten Antigenwerte sind mittels
Imubind®ELISA bestimmt. Rot: ADAMTS13-Aktivitatswerte in ng/ml, hellblau: ADAMTS13-Antigen
in pg/ml.

Heger et al. beschrieben in ihrer Arbeit ein ahnliches Ergebnis beziglich der Beobachtun-
gen bei s/d Plasma (182). Die ADAMTS13-Aktivitat schwankt nur sehr gering zwischen
den einzelnen Chargen, liegt jedoch unter den Aktivitdtswerten des single-donor Plasmas.

Bei der Antigenbestimmung mit dem Imubind®ELISA konnten die hdchsten Werte in den
Blutgruppen A und AB mit je 0,77 ug/ml gemessen werden. Die ADAMTS13-
Antigenmessung mit Technozym®ADAMTS13 ergab fiir das s/d Plasma den héchsten An-
tigengehalt im Plasma der Blutgruppe 0 (1,23 pg/ml).

Ursachen fir Schwankungen der Messergebnisse zwischen den einzelnen Methoden
wurden unter 5.2.2 bereits erlautert.



Kapitel 5: Diskussion 126

5.2.3 Vergleich FFP und Octaplas®

Vergleicht man die beiden Plasmapraparate FFP und Octaplas® beziglich ihrer
ADAMTS13-Aktivitat kdnnen folgende Schliisse gezogen werden:

Waéhrend die Unterschiede bei Betrachtung der einzelnen FFP-Chargen noch deutlich er-
scheinen, schwanken die Werte des Poolplasmas zwischen den einzelnen Blutgruppen-

chargen kaum.

In der unten dargestellten Grafik (Abb. 33) sind die Ergebnisse aller Messungen (BCS
nach Béhm, Technozym®ADAMTS13 und Actifluor™ADAMTS13) in Sl-Einheiten umge-
rechnet worden (Umrechenfaktor: %-Aktivitat * 7,2 = Sl ng/ml) und zusammengefasst, um
einen Uberblick gewinnen zu kénnen. Nimmt man alle Messergebnisse zusammen, zeigt
die Blutgruppe 0 des FFP und des Octaplas® den hdchsten ADAMTS13-Aktivitatswert
(FFP: 764,44 ng/ml, Octaplas®: 644,10 ng/ml). Die Blutgruppe A zeigte die niedrigsten Ak-
tivitatswerte fiir beide Plasmapraparate (FFP: 598,45 ng/ml; Octaplas®: 600,62 ng/ml.
Erstellt man einen Mittelwert aus den Ergebnissen der einzelnen Blutgruppen, ergibt sich

ein Mittelwert von 660,19 ng/ml fiir FFP und ein Mittelwert von 631,66 ng/ml fiir Octaplas®.
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Abb. 33: Blutgruppenspezifische Schwankungen der ADAMTS13- Aktivitat bei FFP, im Gesamtzu-
sammenhang zeigen sich jedoch nur geringe Aktivitdtsunterschiede [FFP (660,19 ng/ml) und
s/d Plasma (631,66 ng/ml)]. Aus (188).

Auch Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen konnten diese Beobachtung unter-
streichen. Theusinger et al. detektierten in ihrer Studie von 2011 ebenfalls ADAMTS13-
Aktivitdten von durchschnittlich 100 % (Bereich: 75 % - 125 %) (189). Auch die in der hier
vorliegenden Studie gemessen Werte konnten Aktivitaten von tber 100 % nachweisen.
Yarranton et al. detektierten in den von ihnen untersuchten FFP-Proben einen
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ADAMTS13-Aktivitatswert von 113 %, wobei ihre verwendeten Methoden ungenauere
Messergebnisse lieferten. Die Aktivitditsmessungen von Yarranton et al. wurden mittels
Gelelektrophorese durchgeflihrt, die den modernen Methoden in ihrer Genauigkeit nach-
steht. Fir das s/d Plasma konnte die Arbeitsgruppe eine ADAMTS13-Aktivitat von 99 %
nachweisen, wodurch sich somit ein signifikanter Aktivitatsverlust bei s/d Plasma errech-
nen lieB (p< 0,05) (190).

Da wahrend der Plasmapheresetherapie eine groBe Menge an Plasma (bis zu 4 I/d) aus-
getauscht wird, kann man auch bei der Substitution von FFP von einem insgesamten

Pooling-Effekt fir den Patienten ausgehen.

AbschlieBend lasst sich somit postulieren, dass aufgrund des ahnlichen Gehaltes an
ADAMTS13-Aktivitaten FFP dem s/d Plasma in diesem Punkt nicht nachsteht. Rock et al.
diskutieren in ihrer Arbeit, dass das ADAMTS13-Enzym in FFP nach dem Auftauen stabi-

ler ist als im solvent/detergent Plasma (191).

Zieht man das ADAMTS13-Antigen in die Beurteilung mit ein, kann daraus der Schluss
gezogen werden, dass durch das solvent/detergent Verfahren ADAMTS13-Aktivitat im
Plasma verloren geht. In der ADAMTS13-Antigentestung zeigt der Imubind®ELISA eine
héhere Antigenkonzentration flr alle Blutgruppen des s/d Plasmas (vgl. Abb. 24, Kapitel
4.2.3.2; MW 0,75 ug/ml) als fir das chemisch unbehandelte FFP (MW 0,57 ug/ml). Die
héheren Antigenkonzentrationen korrelieren jedoch nicht mit einem gleichzeitigen Aktivi-
tatsanstieg in den Proben. Somit kann in diesem speziellen Fall der Schluss gezogen
werden, dass durch das chemische Verfahren der solvent/detergent Behandlung Enzym-
aktivitat eingebuiBt wird.

Neben dem ADAMTS13-Gehalt in den Plasmaproben wurden auch UL VWF-Multimere
mittels 1%iger Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen. Die Abbildung 34 zeigt noch
einmal die bei dieser Untersuchung detektierten UL VWF-Multimere:
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UL VWF M
e
NP A B AB 0 A B AB 0

Abb. 34: 1 %ige Agarose-Gelelektrophorese der unverdiinnten Plasmaproben Normalpool (NP)
und von links nach rechts Octaplas® der Blutgruppen A, B, AB, 0 und FFP der Blutgruppen A, B,
AB, 0. Banden oberhalb der Line zeigen ultralange VW-Multimere (UL VWF M). Aus (188).

Der Vergleich zwischen den Plasmapraparaten und dem Normalpool (NP) zeigt, dass in
allen Octaplas® Praparaten UL VWF-Multimere nachweisbar waren. Besonders deutlich
konnten diese in den Chargen der Blutgruppe A, B und 0 gezeigt werden (Intensitat der
Banden). Im FFP konnten ebenfalls in den Blutgruppen A und 0 eindeutig UL VWF-
Multimere nachgewiesen werden. Wahrend das Ergebnis fur die Blutgruppe AB allenfalls
leichtgradig erhéht scheint, wurden im FFP der Blutgruppe B keine ULFWF-Multimere de-
tektiert. Auch in anderen Studien wurden die verschiedensten Plasmapréparate auf ihren
Gehalt an UL VWF-Multimeren untersucht. Heger et al. detektierten in den von ihnen un-
tersuchten s/d Proben einen gleich hohen Anteil an Multimeren wie in Normalplasma
(182).

Der Anteil an UL VWF-Multimeren kann individuell schwanken und ist bei Patienten mit
aktivem ADAMTS13 als nicht pathologisch anzusehen. Jedoch kann man sich bei der
Therapie der TTP einen Vorteil von Plasmapraparaten erhoffen, die keine hohen Konzent-
rationen an UL VWF-Multimeren besitzen. Da die UL Multimere pathognomonisch flr die
TTP sind, mdchte man diese dem Patienten nicht wieder Uber eine Plasmapherese hinzu-
fihren, sondern durch das Therapieverfahren  schnellstméglich  abbauen,
beziehungsweise eliminieren (182).

Die Plasmaqualitat wird nicht allein aufgrund der Inhaltsstoffe ADAMTS13 und UL VWF M
bewertet. Nach Méglichkeit sollen alle humanen Gerinnungsfaktoren in ausreichender
physiologischer Konzentration im Substitutionspréparat vorliegen. Als weitere wichtige



Kapitel 5: Diskussion 129

Beurteilungsfaktoren sollten das Infektionsrisiko fir den Patienten so gering wie mdglich
sein und schwerwiegende Transfusionszwischenfélle so gut wie ausgeschlossen werden

kdénnen.

Stellt man die Verarbeitungsprozesse von FFP und solvent/detergent Plasma gegenuber,
fallen Verarbeitungsschritte auf, die die Qualitdt des Plasmaprodukts beeinflussen kdn-
nen. Die Tabelle 43 soll einige Prozesse herausheben, die bei der Plasmaherstellung

kritisch beurteilt werden sollten:
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Herstellung Fresh Frozen Plasma Herstellung solvent/detergent Plasma

Schonender Verarbeitungsprozess, mit
nur geringer Auswirkung auf die Plas-
magqualitat

s/d Prozess eliminiert alle lipidbehullten
Viren, inklusive aller Subtypen von HIV
und Hepatitis C

Risikolimitierung fir Krankheitstber-
tragung minimiert durch: Leukozyten-
depletion, Quarantanelagerung, konti-

nuierliches Spenderscreening

Absolute Zellfreiheit durch Ultrafiltrati-

on

keine komplette Risikoelimination der

Virus- oder KrankheitsUbertragung
nach dem Screening und Ablauf der
Quarantane

Eine sichere Elimination von allen Sub-
typen des HI- und Hepatitis C-Viruses
kann nach Ablauf der Quarantane

nicht sichergestellt werden (192).

Pooling férdert Immunneutralisation
von Parvovirus B19 und HAV —
Geeignet fur Einsatz bei Neugebore-

nen und Kindern

Zeitspanne zwischen Plasma-

gewinnung und Schockgefrierung kann
Einfluss auf

einen empfindlichere

Plasmakomponenten haben (192).

Verdinnung von TRALI-Antikdrpern

durch Immunneutralisation

Zerstbérung von Leukozyten durch Ge-
frierlagerung — | Alloimmunisation
durch Transfusion (41).

Leicht erniedrigter, jedoch sehr stabi-
ler Wert von Gerinnungsfaktoren

Das Plasmaprodukt enthdlt annédhernd
doppelt so viel Citrat wenn es durch
konventionelle Blutspende gewonnen
wurde, als durch eine Plasmakollektion
mittels Apherese (125,(48)

Komplementaktivierung (1 C3a &
1 C5a) durch Leukozytendepletion
(193).

Tabelle 43: Gegenliberstellung von Vor- und Nachteilen bei den Herstellungsprozessen von FFP

und s/d Plasma. Aus (62), Informationen s/d Plasma: (146).
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Bei der Herstellung des s/d Plasmas wird auf héchste Plasmareinheit geachtet. Allergene
Zellricksténde werden herausgefiltert und Viren kénnen sicher eliminiert werden (siehe
auch Herstellung der Plasmakonzentrate 2.4.3). Transfusionsbezogene Ubertragungen
von Cytomegalie Virus und Parvovirus B19 werden durch eine Immunneutralisation un-
schadlich gemacht. Die Immunneutralisation stellt einen Vorteil des Plasmapooling dar.
Dabei kommt Plasma von potentiellen Virustrdgern mit den Antikérpern von immunen

Spendern zusammen und die Viren werden durch die Immunprozesse inaktiviert.

Eine der schwerwiegendsten Transfusionszwischenfélle entsteht durch das Auftreten von
sogenannten transfusion related acute lung injuries (TRALI), die tdédlich verlaufen kénnen
(194). Ein TRALI tritt typischerweise ein bis sechs Stunden nach der Transfusion auf und
wird durch eine akute Immunreaktion durch Antikérper gegen die Granulozyten des Emp-
fangers hervorgerufen. Die Antikérper werden durch das transfundierte Plasma auf den
Empfénger Gbertragen und aktivieren dessen Granulozyten, wodurch es zu einem Endo-
thel- und Lungenschaden kommen kann. Als Ubertrager fir TRALI-Antikdper gelten
Mehrgebarende und Spender mit einer positiven Transfusionsanamnese. In Deutschland
gibt es aufgrund dessen seit 2009 ein Transfusionsgesetz, dass die Verarbeitung von
Blutprodukten von Multigravida verbietet (160).

Das Plasmapooling bei der Herstellung von s/d Plasma kann TRALI-Antikérper unter die
Nachweisgrenze verdiinnen, wodurch das Ubertragungsrisiko maximal minimiert werden
kann (195, 196).

Als sehr sensible Komponenten des Plasmas gelten die Gerinnungsfaktoren. Schon seit
1992 (197) wird in der Literatur Uber den Einfluss von Plasmaveredelungsverfahren auf
die Plasmainhaltsstoffe debattiert, doch auch heute noch sind die Plasmabestandteile
Gegenstand der Forschung (22). Durch die Anwendung von neuen und sensibleren Test-
verfahren wird versucht, die Plasmaprédparate genauestens zu analysieren und ihre
Inhaltsstoffe zu bewerten. Die Tabelle 44 gibt einen Uberblick tiber die Konzentration von
wichtigen Gerinnungsfaktoren in FFP und Octaplas®:
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Gerinnungs- ABO
s/d Plasma
faktoren Blutgruppen
Factor V (1U/dl) MW 100 £ 16,6 69 + 6,1
Factor VIII (1U/dI) MW 93+21,4 69 +13,5™
Protein S (1U/dl) MW 78 +14,8 39 + 3,3*
ADAMTS13 (ng/ml) MW 645 + 96,6 634 £ 101,9"

Tabelle 44: Gerinnungsfaktor-Konzentrationen in FFP und s/d Plasma im Vergleich. **signifikant,
p<0,05 (198), *nicht signifikant, p>0,05. MW: Mittelwert. Nach (159).

Die Tabelle 44 stellt die Plasmakonzentration von verschieden Faktoren in FFP und Oc-
taplas® gegeniiber. Die Aktivititswerte von ADAMTS13 sind in beiden Plasmaprodukten
ahnlich und auch die aufgetretenen Schwankungen liegen in einer &hnlichen Messbreite.

Betrachtet man die Werte fur Faktor V, Faktor VIII und Protein S so sind diese im s/d
Plasma signifikant erniedrigt. Die Messergebnisse flr diese Gerinnungsfaktoren erschei-
nen im Uberblick konstanter (sieche geringere Standardabweichung von s/d Plasma zu
FFP). Wie auch bei der ADAMTS13-Konzentration waren die Schwankungen der Fakto-
ren zwischen den einzelnen Blutgruppen beim s/d Plasma weitaus geringer ausgepragt
als bei FFP. FVIII war in Plasma der Blutgruppe 0 von FFP und s/d Plasma signifikant ver-
ringert (198).

Durch das chemische solvent/detergent Verfahren bei der Herstellung von Octaplas® kann
es somit zu einer Reduktion verschiedener Gerinnungsfaktoren kommen. Die erniedrigten
Plasmakonzentrationen dieser Faktoren kénnen schwere Nebenwirkungen bei den Pati-

enten hervorrufen.

Benjamin et al. diskutieren, dass FVIII aufgrund eines niedrigeren Gehalts an UL VWF-
Multimeren im s/d Plasma vermindert ist. Wie unter 2.1. beschrieben schitzt der VWF den
Faktor VIII vor proteolytischem Abbau (22), wodurch die verminderte Aktivitat in Octaplas®
erklart werden kénnte. Eine erniedrigte FVIII-Konzentration fihrt zu einer Beeintrachti-
gung der sekundaren Hamostasefahigkeit des Plasmas. Dies ist insbesondere bei
Patienten mit einem ausgesprochen Mangel an FVIII relevant, hier ist die Substitution mit

Faktorkonzentraten wegweisend (189).

Auch die Verminderung von Faktor V im Patientenplasma kann zu einer Dysregulation der
sekundéaren Hamostase mit einer erhéhten Blutungsneigung fihren. Dabei stellt die Akti-
vierung von Faktor V einen wichtigen Schritt der Thrombingenerierung dar. Die durch
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einen Mangel des Faktors entstehenden Blutungssymptome kdnnen in ihrer Intensitat
stark variieren (199).

Wohingegen eine verminderte Plasmakonzentration an Protein S mit einer erhdhten
Thromboseneigung einhergehen kann. Ein signifikanter Verlust von Protein S in s/d Plas-
ma ist bereits in der Literatur bekannt und konnte mehrfach bestétigt werden (22, 190,
192, 197, 198, 200, 201). Da das thrombogene Risiko des Protein S scharf diskutiert wird,
ist die Verminderung dieses Faktors ein vulnerabler Punkt bei der Qualitdtsbeurteilung
des Octaplas®. In Amerika flihrte der Protein S-Mangel in PLAS+s/d® dazu, dass das Pro-

dukt aufgrund von erhéhtem Thromboserisiko vom Markt genommen werden musste.

Einen interessanten Beitrag zum Gerinnungsfaktorverlust bei Octaplas® liefern auch Doyle
et al.. Sie argumentierten in ihrer Arbeit, dass die erniedrigten FV und FVIII-Werte Klini-
sche Relevanz erreichen kénnen, wenn man beriicksichtigt, dass Octaplas® Units immer
einheitlich 200 ml umfassen, wahrend FFP meist in Units um die 260 ml verabreicht wer-
den. Wenn nun Octaplas® in "Units" oder "Packungen” verordnet wird, kann dies dazu
flhren, dass der Patient weniger Plasma zugefihrt bekommt. Daraus schlieBen Doyle et
al. dass dann der allgemeine Volumenverlust den Gerinnungsfaktormangel an Protein S,
FV und FVIII verstarkt (198).

Zusammenfassend l&sst sich aus den oben aufgefiihrten Ergebnissen schlieBen, dass
sowohl FFP, wie Octaplas® fiir die Therapie der TTP geeignet sind. Sie unterschieden
sich nur gering in ihren ADAMTS13-Aktivitaten und besitzen ein ahnliches Risikoprofil an
unerwinschten Nebenwirkungen, die bei der Verabreichung auftreten kénnen. Da beide
Plasmapraparate fir die Therapie verwendet werden kénnen, sollte je nach individuellem
Risikoprofil der betroffenen Patienten das passende Plasma ausgewahlt werden.
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6 Zusammenfassung

Die thrombotische thrombozytopenische Purpura (TTP) ist charakterisiert durch eine Tria-
de aus Thrombozytopenie, hamolytischer Andmie und Mikrothromben. Urséachlich fur
diese Mikroangiopathie ist ein Mangel der Von Willebrand Faktor (VWF)-spaltenden Pro-
tease, ADAMTS13, der durch Autoantikdrper oder eine genetische Mutation bedingt sein
kann. In der Folge treten hochmolekulare, prothrombotische VWF Multimere im Blut auf,
die eine Plattchenadhasion und -aggregation initiieren, die zu mikrovaskularen Thromben
in den Arteriolen und Kapillaren zahlreicher Organe insbesondere im zentralen Nerven-

system fluhrt.

Momentan ist der Goldstandard der Therapie dieser ansonsten tddlich verlaufenden Er-
krankung, die Plasmapherese (PEX). Hierfir stehen mit Fresh Frozen Plasma (FFP) und
solvent/detergent (s/d) Plasma zwei Praparate zur Verfligung. Die Effizienz der Therapie
bei der TTP konnte in den letzten Jahrzehnten im klinischen Alltag belegt werden, den-
noch geht die intensive und invasive Therapie mit vielen Risiken und Nebenwirkungen fir

die Patienten einher, die in dieser Arbeit herausgearbeitet werden sollten.

In einer deutschlandweiten Patientenstudie wurde retrospektiv, mittels Fragebbgen, ein
Nebenwirkungsprofil der Plasmapherese erstellt, sowie mdgliche Pradispositionen fir die
TTP untersucht. Zudem wurden mdgliche Ausléser fir das Auftreten einer klinisch mani-
festen TTP analysiert. Die Auswertung zeigte, dass Parasthesien (64,4 %) und
Schittelfrost (61,2 %) als haufigste Nebenwirkungen der PEX bei den Patienten auftraten.
Weitere Symptome waren vermehrte Kopfschmerzen (50,6 %) und Tachykardien
(36,8 %). Nebenwirkungen wie schwerer Kollaps (9 %) traten selten auf. Patienten mit Al-
lergien in der Anamnese reagierten nicht empfindlicher auf die PEX, als andere. Ein
Unterschied in der Haufigkeit der Nebenwirkungen hinsichtlich der verschiedenen Plas-
mapraparate konnte nicht gezeigt werden, relativiert wird dies durch den sehr geringen
Einsatz von Octaplas®bei der untersuchten Patientenkohorte.

Es konnte eine deutliche Verbindung zwischen dem Auftreten der TTP und anderen Auto-
immunerkrankungen gezeigt werden. Von insgesamt 87 Patienten leiden 20,8 % an einer
weiteren Autoimmunerkrankung. Insbesondere die Hashimoto Thyreoiditis liegt bei den
Befragten als hdufige Begleiterkrankung vor. Die genetische Pradisposition hat sich in den
vergangen Jahren als ein priméarer Risikofaktor fir die TTP herausgestellt.

Als mdgliche Trigger eines TTP Schubes konnten Infektionen (38,7 %), Medikamente
(u.a. Kontrazeptiva, Chinolone, Clarithromycin) (24,3 %), und Schwangerschaft (5,4 %)

ausgemacht werden.
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Ein weiterer Untersuchungspunkt der Dissertation war die Beurteilung der ADAMTS13-
Aktivitat in den Plasmapréparaten. Hierfir wurden drei verschieden Methoden, zwei auf
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer beruhende Assays und eine turbidimetrische
Messung, verwendet. In allen Methoden konnte eine physiologische ADAMTS13-Aktivitét,
646 ng/ml fiir FFP und 634 ng/ml fiir Octaplas®, gemessen werden, die sich fiir beide
Praparate nicht signifikant unterschied. Aufféllig waren jedoch die héheren Schwankun-
gen der Aktivitdt bei den verschiedenen Chargen bei FFP gegeniiber Octaplas®.

Aufgrund des Herstellungsverfahrens bietet Octaplas® einen sichereren Schutz vor Virus-
dbertragungen und dem Auftreten von TRALI als FFP. Jedoch kann es aufgrund der
niedrigen Konzentration an Protein S prothrombotisch wirken. FFP enthalt dagegen einen
héheren Gehalt an Gerinnungsfaktoren.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass beide Praparate fir die Therapie der TTP geeignet
sind. Welches Praparat gewahlt wird, sollte individuell fiir den zu behandelnden Patienten
entschieden werden. Bei TTP-Patienten, die in der Vergangenheit bereits sensibel auf
FFP reagierten, bietet sich eine Therapie mit Octaplas® an. Die schnelle Bereitstellung ei-
ner adaquaten Therapie spielt bei der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura die

entscheidende Rolle.
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8 Anhang

8.1 Anhang I: Auswertung des Fragebogens

[Haufigkeit [Prozent [Giiltige Prozente |Kumulierte Prozente|
|Gartig BG "0" 22 25,3 25,3 25,3
BG "A" 25 28,7 28,7 54,0
BG"B" 12 13,8 13,8 67,8
BG"AB" 6 6,9 6,9 74,7
unbekannt 22 25,3 25,3 100,0

Gesamt 87 100,0 100,0

Tabelle 45: Haufigkeitstabelle der Blutgruppen der befragten Patienten. BG: Blutgruppe

Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente

Gultig Keine 33 21,7 21,7 21,7
L-Thyroxin 17 11,2 11,2 32,9
Fehlend 12 7.9 7,9 40,8
ACE-Hemmer 12 7,9 7,9 48,7
Beta-Blocker 7 4.6 4,6 53,3
SSRI 7 4,6 4,6 57,9
PPI 6 3,9 3,9 61,8
Steroide 6 3,9 3,9 65,8
ASS 5 3,3 3,3 69,1
Statine 4 2,6 2,6 71,7
OAD 4 2,6 2,6 74,3
Ovolationshemmer 4 2,6 2,6 77,0
Immunsuppressiva 4 2,6 2,6 79,6
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HCT 3 2,0 2,0 81,6
Antihistaminika 3 2,0 2,0 83,6
OAK 3 2,0 2,0 85,5
Antikonvulsiva 3 2,0 2,0 87,5
Vitamine/ Homd&opa- 3 2,0 2,0 89,5
thie

Kalziumantagonisten 2 1,3 1,3 90,8
AT1- 2 1,3 1,3 92,1

Rezeptorantagonisten

TzAD 1 7 7 92,8
Antibiotika 1 7 7 93,4
Insulin 1 7 7 94,1
Zopiclon 1 7 7 94,7
Bisphosphonate 1 7 7 95,4
Neuroleptika 1 7 7 96,1
L-Dopa 1 7 7 96,7
Laxantien 1 7 7 97,4
Theophillin 1 7 7 98,0
Antivertiginosa 1 7 7 98,7
Chinin 1 7 7 99,3
Clopidogrel 1 7 7 100,0
Gesamt 152 100,0 100,0

Tabelle 46: Medikamente, die von den TTP Patienten eingenommen wurden. SSRI: Selektive Se-
rotonin Reuptake-Inhibitoren, PPI: Protonenpumpenblocker, ASS: Aspirinsalicylsdure, OAD: Orale
Antidiabetika, HCT: Hydrochlorothiazid, OAK: Orale Antikoagulantien. TzAD: Trizyklische Antide-

pressiva.



Kapitel 8: Anhang

155

[Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Galtig keine 33 37,9 42,9 42,9
Vorerkrankung 28 32,2 36,4 79,2
(siehe Tab. 5)
Vorerkrankung 16 18,4 20,8 100,0
(autoimmunassoziiert)
Gesamt 77 88,5 100,0
Fehlend System 10 11,5
Gesamt 87( 100,0

Tabelle 47: Ubersicht (iber die Anzahl der Patienten, die an Vor- und Begleiterkrankungen neben

der TTP leiden. 11 der 33 TTP-Patienten mit Vorerkrankungen leiden unter autoimmunassoziierten

Erkrankungen.
[Haufigkeit [Prozent |Giltige Prozente [Kumulierte Prozente

|Galtig 1 43 49,4 51,2 51,2
2 15 17,2 17,9 69,0
3 9 10,3 10,7 79,8
4 10 11,5 11,9 91,7
5 1 1,1 1,2 92,9
6 2 2,3 2,4 95,2
7 2 2,3 2,4 97,6
8 1 1,1 1,2 98,8
21 1 1,1 1,2 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0

|Fehlend System 3 3,4

Gesamt 87| 100,0

Tabelle 48: Anzahl der manifesten TTP Erkrankungen bei den befragten Patienten. Im Mittel erlit-

ten die Patienten 2,4 TTP-Schiibe.
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Haufigkeit [ Prozent | Giltige Prozente | Kumulierte Prozente
Gilltig Keine Angaben 20 18,0 18,0 45,0
Infektion 30 27,0 27,0 27,0
Medikamente 11 9,9 9,9 55,0
sonstige 9 8,1 8,1 63,1
Kontrazeptiva 7 6,3 6,3 69,4
Schwangerschaft 6 5,4 54 74,8
Stress 4 3,6 3,6 78,4
Antibiotika 4 3,6 3,6 82,0
Magen-Darm-Infektion 4 3,6 3,6 84,7
Zystitis 2 1,8 1,8 86,5
Infekt der oberen Atem- 2 1,8 1,8 88,3
wege
Grippaler Infekt und In- 2 1,8 1,8 90,1
fluenza-Impfung
Tamoxifen 1 9 9 91,9
Chinin 1 ,9 9 92,8
Herpes Zoster 1 ,9 9 93,7
Tamsulosin 1 9 9 94,6
Heparin 1 9 9 95,5
Bleivergiftung 1 9 9 96,4
Hormonersatztherapie 1 ,9 9 97,3
Pankreatitis 1 9 9 98,2
Malariaprophylaxe 1 9 9 99,1
Tonsillitis 1 9 9 100,0
Gesamt 111 100,0 100,0

Tabelle 49: Genauere Angaben zu den vermeintlichen Triggerfaktoren der TTP im Bezug auf In-

fektion, Medikamente und sonstiges (vgl. Tabelle 6).
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|Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente |Kumulierte Prozente

|Galtig Starke Kopfschmerzen 32 14,3 15,4 15,4
Somnolenz 27 12,1 13,0 28,4
Sehstdérungen 18 8,1 8,7 37,0
sonstige 17 7,6 8,2 45,2
Sprachstérungen 17 7,6 8,2 53,4
Hamatom 16 7,2 7,7 61,1
Parésthesien 15 6,7 7,2 68,3
Petechien 13 5,8 6,3 74,5
Schwéche 11 4,9 5,3 79,8
Schwindel 9 4,0 4,3 84,1
Ubelkeit 7 3,1 3,4 87,5
Oberbauchschmerzen 6 2,7 29 90,4
Emesis 5 2,2 2,4 92,8]
Bléasse 3 1,3 1,4 94,2
Gedéchtnisprobleme 3 1,3 1,4 95,7
Ikterus 3 1,3 1,4 97,1
Bewusstlosigkeit 2 ,9 1,0 98,1
Tachykardie 2 9 1,0 99,0
Nierenversagen 2 9 1,0 100,0
Gesamt 208 93,3 100,0

Fehlend System 15 6,7

Gesamt 223 100,0

Tabelle 50: Auflistung der Symptome, die die Patienten zu Beginn eines TTP-Ausbruchs versplir-

ten.
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Haufigkeit | Prozent | Giltige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig keine Nebenwirkungen 4 4,6 5,7 5,7
bei der Therapie
Nebenwirkungen aufge- 66 75,9 94,3 100,0
treten
Gesamt 70 80,5 100,0
Fehlend System 17 19,5
Gesamt 87 100,0

Tabelle 51: Auftreten von Nebenwirkungen bei der PEX. PEX: Plasma-Exchange Therapie.

Haufigkeit | Prozent | Giltige Prozente | Kumulierte Prozente
Gultig Parasthesien in  Ge- 5 14,3 14,3 14,3
sicht/Beinen
Mudigkeit 4 11,4 11,4 25,7
Kaltegefuhl 3 8,6 8,6 34,3
Koma 3 8,6 8,6 42,9
Dyspnoe 2 5,7 57 48,6
Alopezie 2 5,7 5,7 54,3
Druck im Oberbauch 2 5,7 5,7 60,0
Ubelkeit 2 5,7 5,7 65,7
keine Erinnerung 1 2,9 29 68,6
anaphylaktischer Schock 1 2,9 2,9 71,4
Angst 1 2,9 2,9 74,3
Hyperventilation 1 2,9 2,9 77,1
Engegefuhl im Hals 1 2,9 29 80,0
pektanginése Beschwer- 1 2,9 2,9 82,9
den
Epileptische Anfélle 1 2,9 29 85,7
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Fieber unter Rituximab 1 2,9 29 88,6
Hyperosmie 1 2,9 2,9 91,4
Inkontinenz bei starkem 1 2,9 2,9 94,3
Schittelfrost
Konzentrationsstérungen 1 2,9 29 97,1
Sehstérungen 1 2,9 29 100,0
Gesamt 35 100,0 100,0

Tabelle 52: Ubersicht liber Nebenwirkungen, die zusatzlich zum den oben Genannten aufgetreten

sind.
[Haufigkeit [Prozent |Giiltige Prozente [Kumulierte Prozente
|Glltig keine Angabe 7 8,0 8,0 8,0
FFP 61 70,1 70,1 78,2
Octaplas 3 3,4 3,4 81,6
weiB nicht 16 18,4 18,4 100,0
Gesamt 87| 100,0 100,0

Tabelle 53: Therapeutische Plasmabehandlung, unter der die oben beschriebenen Nebenwirkun-
gen der PEX auftraten (Tabellen 11-18 und 52).
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Haufigkeit [ Prozent | Gultige Prozente | Kumulierte Prozente
Giiltig 0 41 47,1 48,8 48,8
1 17 19,5 20,2 69,0
2 9 10,3 10,7 79,8
3 13 14,9 15,5 95,2
4 2 2,3 2,4 97,6
5 2 2,3 2,4 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87 100,0

Tabelle 54: Anzahl der Stoffe, auf die die TTP-Patienten allergisch reagieren.

Haufigkeit| Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Gultig  keine 68 78,2 81,0 81,0
vorhanden 16 18,4 19,0 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87 100,0

Tabelle 55: Haufigkeitstabelle Medikamentenallergie; 19,0 % der Patienten leiden unter einer Me-

dikamentenunvertraglichkeit.

Haufigkeit | Prozent [ Giiltige Prozente [ Kumulierte Prozente
Gilltig  keine 72 82,8 85,7 85,7
vorhanden 12 13,8 14,3 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87| 100,0

Tabelle 56: Haufigkeitstabelle Hausstauballergie; 14,3 % der Patienten leiden unter einer Hyper-

sensibilitat gegentber Hausstaubmilben.
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Haufigkeit | Prozent [ Giiltige Prozente [ Kumulierte Prozente
Giltig  keine 75 86,2 89,3 89,3
vorhanden 9 10,3 10,7 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87| 100,0

Tabelle 57: Haufigkeitstabelle Metallallergie; 10,3 % der Patienten leiden unter einer Hypersensibi-

litdt gegenliber Metallen.

Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Gultig  Keine 68 78,2 81,0 81,0
vorhanden 16 18,4 19,0 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87| 100,0

Tabelle 58: Haufigkeitstabelle Pollenallergie; 18,4 % der Patienten leiden unter einer Hypersensibi-

litdt gegenlber Blitenpollen.

Haufigkeit | Prozent | Giltige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig  keine 75 86,2 89,3 89,3
vorhanden 9 10,3 10,7 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 871 100,0

Tabelle 59: Haufigkeitstabelle Nahrungsmittelallergie; 10,3 % der Patienten leiden unter einer Hy-

persensibilitdt gegentber verschiedenen Nahrungsmitteln.
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Anzahl der Allergien

0 1 2 2 4 5 Gesamt

Anzahl TTP- 1 21 9 3 6 1 2 42
Schilbe 2 4 5 2 3 1 0 15
3 6 1 1 1 0 0 9

4 5 1 2 1 0 0 9

5 1 0 0 0 0 0 1

6 1 1 0 0 0 0 2

7 1 0 0 1 0 0 2

8 1 0 0 0 0 0 1

21 0 0 0 1 0 0 1

Gesamt 40 17 8 13 2 2 82

Tabelle 60: Korrelationstabelle zwischen Allergieanzahl und Anzahl der TTP-Schiibe. Die Korrela-

tionstabelle zeigt keinen signifikanten Einfluss dieser beiden EinflussgrdBen aufeinander.

Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente

Giltig keine AR aufgetreten 53 57,6 59,6 59,6
Octaplas 1 1,1 1,1 60,7
Calcium 6 6,5 6,7 67,4
Antihistaminika 11 12,0 12,4 79,8
Kortikosteroide 5 5.4 5,6 85,4
keine Therapie trotz 13 14,1 14,6 100,0
AR
Gesamt 89 96,7 100,0

Fehlend System 3 3,3

Gesamt 92( 100,0

Tabelle 61: Therapie der allergischen Reaktionen auf Fremdplasma bei PEX. AR: allergische Re-
aktion.
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Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig keine Komplikation 53 58,9 59,6 59,6
Komplikation peripher 4 4.4 4,5 64,0
(Leiste/ Ellenbeuge)
Komplikation ZVK 32 35,6 36,0 100,0
Gesamt 89 98,9 100,0
Fehlend System 1 1,1
Gesamt 90( 100,0

Tabelle 62: Komplikationsraten bei Venenverweilkathetern wahrend der PEX.

Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Gultig 0 55 63,2 64,7 64,7
1 18 20,7 21,2 85,9
2 8 9,2 9,4 95,3
3 2 2,3 2,4 97,6
4 2 2,3 2,4 100,0
Gesamt 85 97,7 100,0
Fehlend System 2 2,3
Gesamt 87 100,0

Tabelle 63: Haufigkeit der repetitiven Komplikationen von Venenverweilkathetern bei der PEX.
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Haufigkeit [ Prozent | Glltige Prozente | Kumulierte Prozente
Giltig keine Angst 29 33,3 34,5 34,5
Angst 55 63,2 65,5 100,0
Gesamt 84 96,6 100,0
Fehlend System 3 3,4
Gesamt 87 100,0

Tabelle 64: 65,5 % der befragten Patienten gaben an, Angst vor der Einlage eines zentralen Ve-
nenkatheters (ZVK) zu haben.
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8.2 Anhang Ill: ADAMTS13-Aktivitat mittels BCS Methode

nach Bohm
B M 1 M2 M3 M5 Mw S
0932185 33,85
1018511 | 80,15% | 42,35% | 44,9 % | 56,95 % 56,09 17,26
1018518 | 28,2% | 54,65% | 30,95% | 48,8 % 40,65 13,06
1018519 | 31,3% | 58,15% | 71,6 % | 39,25 % 50,08 18,24
1018548 | 15,4 % 50,3% | 69,65 % | 88,25 % 55,9 31,13

Tabelle 65: gemessene Werte (M1- M5) fir FFP Blutgruppe B. Die Chargen 1018518, 1018519,
1018548, 1018511 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt. Die Plasmaprobe 0932185

wurde ebenfalls verdiinnt (1:1) gemessen. MW: Mittelwert, s: Standartabweichung.

AB M 1 M2 M3 M 4 M5 Mw ]
0960994 49,85
1087532 35,3 % 41,15 % 100 % 47,95 % 56,1 % | 29,72
1018639 16,7 % 45,3 % 100 % 85,5 % 61,88 % | 37,98
1087544 70,45 % 27,65 % 66,2 % 78,55 % 60,71 % | 22,63
1087570 44,55 % 51 % 13,2 % 62,55 % 42,83 % | 21,11

Tabelle 66: gemessene Werte (M1- M5) fir FFP Blutgruppe AB. Die Chargen 1087544, 1087570,
1087532, 108639 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt. Die Plasmaprobe 0932185
wurde ebenfalls verdiinnt (1:1) gemessen. MW: Mittelwert, s: Standartabweichung.

0 M1 M2 M3 M 4 M5 Mw s
0956523 54,05 %
1018501 57,95 % | 38,45 % 43,6 % 59,05 % 49,76 % | 10,32
1018515 63,95 % 31,7 % 87,95% | 77,45 % 65,26 % | 24,44
1018526 32,85% | 77,95% | 82,65% | 86,05 % 69,88 % | 24,90
1018541 67,7 % 22,45 % 88 % 48,95 % 56,77 % | 27,89
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Tabelle 67: gemessene Werte (M1- M5) fir FFP Blutgruppe 0. Die Chargen 1018515, 1018541,
1018526, 1018501 wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt. Die Plasmaprobe 0932185
wurde ebenfalls verdiinnt (1:1) gemessen. MW: Mittelwert, s: Standartabweichung.

M 1 M2 M3 M4 M5 Mw

OcAO0,5 66,65 % 40,1 % 36,55 % 83,85 % 44,95 % 61,68 %

OcBO0,5 68,1 % 32,5 % 31,85 % 85,25 % 49,3 % 54,88 %

Oc AB 0,5 61,6 % 29,35 % 28 % 100 % 44,45 % 50,14 %

Oc 00,5 79 % 32,55 % 57,45 82,35 % 69,65 % 68,13 %

Tabelle 68: gemessene Werte (M1- M5) fir Octaplas® (Oc) mittels MCS-Methode nach B6hm. Die
Chargen wurden bei diesen Messungen 50 %ig verdinnt. MW: Mittelwert.

8.3 Patientenfragebégen

8.3.1 Fragebogen 1

Hat die Plasmapherese akute Nebenwirkungen bei lhnen hervorgerufen? Wenn ja
bitte zutreffendes ankreuzen:

Hatten Sie: Ja Nein

Schittelfrost
Hautauschlage
Kopfschmerzen

Hitzegefahl

Kribbeln in den Handen und FiBen
Blutdruckabfall

o)
o)
0]
0
Pulsrasen (0]
o
o
Kollapsartige Zustéande @)

o)

O 0O 0O 0o 0o 0o o o

Sonstiges (wenn ja, bitte beschrieben)

Ist bei Ihnen eine Allergie bekannt? (Zutreffendes bitte markieren)
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Gegen:
Pollen FrihblUher

Spétbliher
Roggen
Sonstige Pflanzen
Nahrungsmittel Sellerie
Kernobst
NUsse

Apfel

O 0O 0O 0o o o o o o

Sonstige Nahrungsmittel

Medikamente (bitte auffihren):

Hausstaub O

Sonstige Allergien:

Wie viele Plasmapheresen haben Sie nach ihrer Erinnerung erhalten?

Wie oft wurden die Plasmapheresen durgefihrt? (d.h. bei verschiedenen Schi-
ben?)

mit FFP der Bluttransfusionszentrale? Ja O Nein O
Oder mit Octaplas: O O

Wurde nur mit FFP oder mit Octaplas behandelt? (Ohne Plasmapherese)

Hatten Sie allergische Reaktionen auf FFP?

Auf Octaplas?

Welche?
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Wo wurde bei Ilhnen ein Zugang gelegt?

Peripher (Ellenbeuge) O
Peripher (Leiste) @)
Zentral (Hals) @)

Hatten Sie Komplikationen (Blutungen, Entziindungen) des

Peripheren Zuganges Ja O Nein O
Zentralen Zuganges O O

Wenn ja, wie oft?

Haben Sie Angst vor einem zentralen Katheter?

Wurde bei lhnen durchgefiihrt:

eine Plasmaseparation (Filtration) @)

oder eine Plasmapherese O

(Falls nicht bekannt, bitte Angabe des Arztes bzw. Krankenhauses flr unsere telefonische
Nachfrage.)

Wie wurde eine eventuelle allergische Reaktion behandelt? Wenn ja welche und wie?

Ja O Nein O unbekannt O

Sind allergische oder sonstige (Blutungen, Entziindungen) Komplikationen wieder-
holt aufgetreten?

Wenn ja, wie oft?
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8.3.2 Fragebogen 2

|. Patientendaten:

Name:

Geburtsdatum:

Blutgruppe:

Angeborene oder erworbene TTP?

Hat sich das Gewicht seit/unter der Therapie Verandert?

Ausgangsgewicht vor Therapiebegin:

Welche Medikamente nehmen sie regelmaRig ein?

Vorerkrankungen:
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II. Verlauf Ihrer TTP-Erkrankung:

Mogliche Ausléser des TTP-Schubs (Infektionen, Medikamente, Schwangerschaft,

oder andere)

Welche Symptome hatten Sie in dem (bzw. in den verschieden) Schub/Schiiben?

Wie viele Schiibe hatten Sie insgesamt?

Wie viele Plasmapheresen haben Sie nach ihrer Erinnerung erhalten?

Falls Sie sich nicht mehr genau an die Therapie erinnern kdnnen, nennen Sie uns bitte

den behandelnden Arzt und die Klink:

Haben Sie zusétzlich eine Therapie mit Rituximab MabThera® erhalten?
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Nebenwirkungen der Therapie

Welche Nebenwirkungen hat die Plasmapherese bei lhnen hervorgerufen?

Bitte beschrieben Sie wie stark sie die Nebenwirkungen empfunden haben (0 = nicht aufgetreten,
1=sehr leicht, 2= leicht, 3= maRig, 4= stark, 5= sehr stark) und bei welchem Schub die speziellen
Nebenwirkungen aufgetreten sind (z.B Schub 2/2008). Falls die gleichen Nebenwirkungen bei ver-

schiedenen Schiiben unterschiedlich stark aufgetreten sind, machen Sie dies bitte kenntlich

Art der Neben- | Wie stark haben Sie die | Bei welchem Schub ist die
wirkung Nebenwirkung Empfun- | Nebenwirkung aufgetre-

den (0-5) ten

Schittelfrost

Hautausschlage

Kopfschmerzen

Hitzegefuhl

Pulsrasen

Kribbeln in den
Handen und Fi-

Ren

Blutdruckabfall

Kollapsartige Zu-

stande

Sonstiges (bitte

beschreiben)
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Wie wurde lhr TTP-Schub behandelt und sind unter der Therapie Nebenwirkungen aufgetre-

ten?

Art der Neben- | Fresh Frozen | Octaplas Weil} nicht | Bei welchem Schub

wirkung Plasma (FFP)

Schittelfrost

Hautausschlage

Kopfschmerzen

Hitzegeflnhl

Pulsrasen

Kribbeln in den
Handen und Fi-

Ren

Blutdruckabfall

Kollapsartige Zu-

stiande

Sonstiges (bitte

beschreiben)

Ist bei lhnen eine Allergie_bekannt? (Zutreffendes bitte markieren)

e Pollen:  Friihblaher 0]
Spatbliher 0]

Roggen 0

Sonstige Pflanzen 0]

®  Nahrungsmittel Sellerie 0]
Kernobst 0]

Nusse o

Apfel 0
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Sonstige Nahrungsmittel 0]

* Medikamente (bitte auffiihren):
® Hausstaub 0]

e Sonstige Allergien:

Hatten Sie allergische Reaktionen auf FFP oder Octaplas? (zutreffendes bitte markieren)

Wenn ja, welche?

Wie wurde eine eventuelle allergische Reaktion behandelt?

Sind allergische oder sonstige (Blutungen, Entziindungen) Komplikationen wiederholt aufgetre-

ten?

Wenn ja, wie oft?

Wo wurde bei lhnen ein Zugang gelegt?

Peripher (Ellenbeuge) 0]
Peripher (Leiste) 0]
Zentral (Hals) 0]

Hatten Sie Komplikationen (Blutungen, Entziindungen) des
Peripheren Zuganges Ja O Nein O
Zentralen Zuganges 0] 0]

Wenn ja, wie oft?

Haben Sie Angst vor einem zentralen Katheter?
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Variablenansicht der SPSS-Daten:

{Fehlende

Name Typ Variablenlable Werte
Fallnummer String Keine
Fragebogen String Keine
Geschlecht Numerisch Keine
Alter Numerisch Keine
Blutgruppe Numerisch Keine
At Numerischierworben/angeboren Keine
Gew_Verand NumerischiGewichtsveranderung Keine
Gewicht_var Numerisch Keine
Gewicht_nach Numerisch Keine
Gew_Richtung NumerischiGewichtrauf oder. runter Keine
Med_=innahme NumerischiMedikamenteneinnahme Keine
edikamerte String Keine
Jorerkr Numerischiorerkrankungen Keine
Vorerkrankunger 1String Keine
vermutl_Ausl Numerischivermutlicher Ausléser 0

usldser String sonstige vermutete Ausldser Keine
Sympt NumerischiSymptome zu Beginn einer TTP Keine
Symptome_Schub (String oonstige Symptome zu BeginneinerTTP Keina
snzahl_Schibe  INumerischiAnzahlcer TTP-Schibe Keine
PEX_Anzahl NumerischiAnzahl cer PEX bis zur Remission Keine
PEX_Haeuf NumerischiWie viele PEX im Mittel erhalten Keine
Rituxi NumerischiGleichzeitige Therapie mit Rituximab Keine
Schittelfrost Numerisch G

Hautausschlage INumerisch i<

Kopfschmerz Numerisch i<

Hitzgeflhl Numerisch i<

Pulsrasen MNumerisch <]

Kribbeln MNumerisch &

RR_Abfall MNumerischBlutdruckabfallwahrend Therapie <

Kollaps Numerisch S

sonst_NW NumerischiSonstige NVW ja/nein, sishe Variable .sonstige” Keins
sonstige String Keine
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i i Fehlende
Name Tvp Variablenlable Werte
INW_unter_Therap Numerisch IUnterwelcher Therapie trat NW auf Keine
Al_Po_FB iNumeris ch iPoIIenaIIergie Fruhbliher iKeine
Al_Po_SB MNumerisch Pallenallergie Spatbliher Keine
Al_Po_Ro iNumeris ch iPoIIenaIIergie Roggen iKeine
Al Po_s Numerisch Pollenallergie sonstige Keine
RI_NM_Se iNumerisch iAIIergie Sellerie iKeine
BI_NMRKO Numerisch Allergie Kernobst Keine
Al_Nuss MNumerisch Allergie NUsse Keine
Al_Apfel Numerisch Allergie Apfel Keine
Al_so_NM MNumerisch Allergie sonstige Nahrungsmittel Keine
Al_medit Numerisch existiert eine Allergie gegen Medikamente Keine
Al_Medi String A llergie gegen welche Medikamente Keine
BI_HST Numerisch Hausstauballergie Keine
Al_Metalle Numerisch Allergie gegen Metall{z.B. Nickel) Keine
Al_sonst1 Numerisch nestehen sonstige Allergien Keine
Al_sonst String welche sonstigen Allergien bestehen Keine
AR_Plasma MNumerisch allergische Reaktion auf Plasma Keine
BRKt_FFP Numerisch allergische Reaktiecn aufFFP Keine
1
i
BRkt_O Numerisch iallergische Reaktion auf Cctaplas Keine
grt_aRkt Siring WWelche art von allergischer Reaktion Keine
Therapie iString Therapie derallergischen Reaktion Keine
oind allerg. Reaktionen/sonst Kompl.
WDH_aRkt Numerisch wiederhaltaufgetreten? Keine
Anz_Wdh Numerisch wie oft sind Kemplikationen aufgetraten Keine
Z_peri_E ENumerisch :periphererZugang Ellenbeuge iKeine
1 ] 1
F_peri_L MNumerisch peripherer Zugang Leiste Keine
i i i
VK ENumerisc:h ;.'Zugang ZVK iKeine
| i i
KO_peri iNumerlsch iKomlekatlonen mit peripherem Zugang iKelne
KO_Zntr iNumeris ch iKompIikationen mit zentralem Zugang iKeine
Kemplikation Numerisch i Keine
KO__ Haeuf Numerisch Haufigkeitder Kemplikation Keine
BngstZVK MNumeris ch hngstvor ZVK-Anlage Keine
VAROOOO1 Siring oonstige Anmerkungen Keine
filter_% MNumerisch Fragebogen="n"(FILTER) Keine
Sum_Allergien Numerisch iSumme aller Allergien Keine
NVY_Sum2 Numerisch Nebenwirungen auf PEX Keine
MW _Sum_bin2 MNumerisch Nebenwirkungen_binar Keine
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8.5 Anhang IV: Vorzeitige Veroffentlichungen
(Poster und Vortrage)

55. Jahrestagung Gesellschaft Investigation of side effect of plasma exchange in the
fir Thrombose und treatment of thrombotic thrombocytopenic purpura
Hémostaseforschung (Poster)

S Steinemann’, T Falter', M Qorraj', T Vigh?, | Scharrer’
16.02.2011 bis 19.02.2011, 'Department of Haematology, Oncology and Pneumology,
Wiesbaden University Medical Centre of the Johannes Gutenberg
University Mainz

%Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine University
Medical Centre of the Johannes Gutenberg University Mainz

Comparison between Fresh Frozen Plasma and sol-
vent/detergent Plasma for therapy of Thrombotic
thrombocytopenic purpura (Vortrag)

S Steinemann’, T Falter', M Qorraj', T Vigh?, | Scharrer’

'Department of Haematology, Oncology and Pneumology, Uni-
versity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University
Mainz

%Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Univer-
sity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University Mainz

Comparison of ADAMTS13 Activity Assays for the di-
agnosis in thrombotic thrombocytopenic purpura
(Poster)

M Qorraj’, T Falter', S Steinemann', T Vigh®, | Scharrer’

'Department of Haematology, Oncology and Pneumology, Uni-
versity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University
Mainz

®Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Univer-
sity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University Mainz
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52" ASH® Annual Meeting

and Exposition

03.12.2010 bis 07.12.2010

Orlando

ADAMTS13 activity in manifestation and remission of
different microangiopathic diseases (Poster)

M Qorraj', T Falter', S Steinemann’, T Vigh®, | Scharrer’

'Department of Haematology, Oncology and Pneumology, Uni-
versity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University

Mainz

%Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Universi-
ty Medical Center of the Johannes Gutenberg University Mainz

Evaluation of clotting factor concentrates for treatment
of thrombotic thrombocytopenic purpura (Poster)

T Falter', M Qorraj', S Steinemann’, T Vigh?, | Scharrer”
'Department of Haematology, Oncology and Pneumology,

University Medical Centre of the Johannes Gutenberg University

Mainz

%Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Univer-
sity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University Mainz

ADAMTS13 in 4 different VWF/VIIl concentrates and its
impact on therapy (Poster)

M Qorraj’, T Falter', S Steinemann’, T Vigh?, | Scharrer’

'Department of Haematology, Oncology and Pneumology, Uni-
versity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University

Mainz

%Institute of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine Univer-
sity Medical Centre of the Johannes Gutenberg University Mainz
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41. Hamophilie Symposion

12.11.2010 bis 13.11.2010

Hamburg

7. Jahrestagung Gesellschaft
sche Chemie und

Laboratoriumsmedizin

29.09.2010 bis 02.10.2010

Mannheim

ADAMTS13-Aktivitat im akuten Schub und der Re-
mission bei verschiedenen Mikroangiopathien (Vortrag)

T Falter', M Qorraj', S Steinemann’, T Vigh?, G Dannhardt®, K
Lackner?, | Scharrer’

"Universitatsmedizin Mainz, 1. Medizinische Klinik,
Hamostaseologische Ambulanz,

2Universitatsmedizin Mainz, Institut fir Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin

%). Gutenberg-Universitat, Institut fir Pharmazie, Medizinische/
Pharmazeutische Chemie, Mainz

Vergleich von Fresh Frozen Plasma und sol-
vent/detergent Plasma in der Therapie der
thrombotisch thrombozytopenischen Purpura (Poster)

S Steinemann', T Falter', M Qorraj’, T Vigh®, G Dannhardt®, K
Lackner?, | Scharrer’

"Universitatsmedizin Mainz, . Medizinische Klinik,
Hamostaseologische Ambulanz,

2Universitatsmedizin Mainz, Institut fir Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin

%J. Gutenberg-Universitat, Institut fir Pharmazie, Medizinische/
Pharmazeutische Chemie, Mainz

Vergleich von Methoden zur Bestimmung der fiir Klini-
ADAMTS13-Aktivitat (Poster)

T Falter', M Qorraj', S Steinemann’, T Vigh®, G Dannhardt’, K

Lackner?, | Scharrer’
"Universitatsmedizin Mainz, Ill. Medizinische Klinik, ,
Hamostaseologische Ambulanz

2Universitatsmedizin Mainz, Institut fir Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin

%J. Gutenberg-Universitat, Institut fir Pharmazie, Medizinische/
Pharmazeutische Chemie, Mainz
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