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Abkirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

alTP Akute idiopathische thrombozytopenische Purpura

ALL Akute lymphatische Leukamie

APZ Antigenprasentierende Zelle

ATP Adenosintriphosphat

BFU Burst Forming Unit

CFU Colony Forming Unit

CFUgemm Colony Forming Unit (Granulocytes, Erythrocytes, Monocytes,
Megakaryocytes)

CFU-GM Colony Forming Unit-Granulocytes Monocytes

CFU-MK/E Colony Forming Unit-Megakaryocytes/Erythrocytes

clTP Chronische idiopathische thrombozytopenische Purpura

CLP Common Lymphocyte Progenitor

CMP Common Myeloid Progenitor

CVv Variationskoeffizient

DMS Demarkationsmembransystem

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EJC Exon junction complex

EPO Erythropoetin

ET Essentielle Thrombozythamie

FA Fanconi Anamie

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor

GMP Granulocyte-Monocyte Progenitor

Hb H&moglobin

H-IPF High Fluorescent Immature Platelet Fraction

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HR Hoch-Risikogruppe

HSC Haematopoietic Stem cell

HSCT Haematopoietic Stem Cell Transplantation

HSM Hepatosplenomegalie



ICH Intrakranielle Blutung (Intracranial Hemorrhage)

IFN-Y Interferon-Gamma

IL-2 Interleukin-2

IPF% Relative Immature Platelet Fraction
IPF# Absolute Immature Platelet Fraction
ITP Idiopathische thrombozytopenische Purpura
KT Kongenitale Thrombozytopenie

LIF Leukemia Inhibitory Factor

LMPP Lymphoid—-Primed Multipotent Progenitor
L-IPF Low Fluorescent Immature Platelet Fraction
m. Ménnlich

M-CSF Monocytes Colony Stimulating factor
MCV Mean Corpuscular Volume

MEP Megacaryocyte-Erythrocyte Progenitor
MHC2 Major Histocompatibility Complex 2
MK Megakaryozyt

MPV Mean Platelet Volume

n. b. Nicht bestimmt

NO Stickstoffmonoxid

PAF Plattchenaktivierender Faktor

PCT Plateletcrit

PDW Platelet Deviation Width

P-LCR Platelet-Large Cell Ratio

PLT Absolute Thrombozytenzahl

p. m. Post menstruationem

P-MFV Platelet- Mean Frequent Volume

PRP Plattchenreiches Plasma

RBC Red Blood Cells

RDW Red Cell Distribution Width

RG Risikogruppe

RP Retikulierte Plattchen

RT Reaktive Thrombozytose

SAA Schwere aplastische Anamie
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SCF Stem Cell Factor

SD Standardabweichung

SLE Systemischer Lupus Erythematodes
SR Standard-Risikogruppe

S.u. Siehe unten

TAR-S Thrombozytopenie-Radiusaplasie Syndrom
TK Thrombozytenkonzentrat

TO Thiazol-Orange

TPO Thrombopoetin

TT Thrombozytentransfusion

u.a. Unter anderem

VWF VVon Willebrandt Faktor

W. Weiblich

WAS Wiskott-Aldrich Syndrom

WBC White Blood Cell Count

z.B. Zum Beispiel




1 Einleitung

Thrombozyten gehdren zu den korpuskuldren Bestandteilen des Blutes und sind essentiell fiir die
Blutgerinnung. Neben der Thrombozytenzahl kdnnen inzwischen weitere
Thrombozytenparameter im Blut bestimmt werden, welche Auskunft (ber die GroRe,
Granularitat und Populationsverteilung der Thrombozyten liefern. Diese Parameter weisen ein
grol3es Potential flr die Differentialdiagnose von Thrombozytopenien und -pathien auf.

Diese Arbeit konzentriert sich auf die Evaluation von Thrombozytenparametern automatisierter
Blutzéhlgerdte bei Kindern und Jugendlichen mit erworbenen und angeborenen
Thrombozytopenien. Hierzu wurde eine prospektive Kklinische Studie durchgefiihrt, in welche
Kinder und Jugendliche eingeschlossen wurden, welche aufgrund einer Thrombozytopenie
unklarer Genese an der Charité vorstellig wurden. Der Schwerpunkt der Studie lag auf Patienten
mit ldiopathischer thrombozytopenischer Purpura (ITP) und akuter lymphatischer Leukémie
(ALL) zum Zeitpunkt der Diagnose. Einfuhrend werden die fir die Entstehung der
Thrombozyten eminenten Prozesse dargestellt. AnschlielRend werden die
Thrombozytenparameter vorgestellt, die wichtigsten Krankheitsbilder beschrieben sowie die

Fragestellung der Arbeit dargelegt.

1.1  Die Entstehung und Reifung der Blutzellen: Die Hamatopoese

Die Entstehung und Reifung aller Blutzellen wird als Hamatopoese bezeichnet. Nach einem
Modell von Akashi und Weissmann wird heute davon ausgegangen, dass dieser Prozess seinen
Ausgangspunkt in der pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle (Haematopoietic Stem Cell =
HSC) des Knochenmarkes nimmt. Die HSC behélt lebenslang die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung. Sie ist zudem in der Lage sich zu differenzieren und alle zelluléren
Bestandteile des hamatopoetischen Gewebes zu generieren’?. In einem ersten Schritt entstehen
aus der HSC multipotente Stammzellen, welche die Féhigkeit zur Selbsterneuerung verloren
haben. Von ihnen leiten sich die Vorlduferzellen der myeloiden Reihe, der Common Myeloid
Progenitor (CMP) sowie der lymphoiden Reihe, der Common Lymphocyte Progenitor (CLP) ab.
Aus dem CMP entwickelt sich der Granulocyte-Monocyte Progenitor (GMP) aus dem
anschlieBend die Granulozyten und Monozyten hervorgehen. Weiterhin entsteht aus dem CMP



der Megakaryocytes-Erythrocytes Progenitor (MEP), aus welchem sich die Erythrozyten sowie
Thrombozyten entwickeln. Aus der CLP entstehen hingegen B- und T-Lymphozyten (Abbildung
1)

Pluripotente Stammazelle
Lymphoide Stammzelle (CLP) Q Myeloide Stammzelle (CMP)
o) O
7\ /N

B-Lymphozyt T-Lymphozyt MEP GMP
TPO '/ \ EPO /G—CSF M-CSF
Megakaryozyt Erythrozyt  Granulozyt Monozyt

Abbildung 1. Modell der Hamatopoese. Differenzierung der lymphoiden sowie myeloiden Zellreihe aus einer
gemeinsamen pluripotenten Stammzelle, unter dem Einfluss von Zytokinen. Die Kreise kennzeichnen die
experimentell indentifizierten Differenzierungsstufen der hamatopoetischen Vorlauferzellen. (Die blauen Pfeile
stellen die Wege der Megakaryzytopoese dar.) M-CSF = Monocyte Colony Stimulating Factor; G-CSF =
Granuloclyte—CoIony Stimulating Factor; EPO = Erythropoetin; TPO = Thrombopoetin. (Modifiziert nach Akashi et
al. 2007)".

Das Mikromilieu fir die Hamatopoese wird durch die Zellen des Knochenmarkstromas
geschaffen. Stromazellen wie fibroblastische Retikulumzellen und Makrophagen beeinflussen
die Hamatopoese durch die Bildung von Zytokinen. Zu diesen Zytokinen, welche die
Proliferation, Differenzierung und Reifung der Blutzellen aus hamatopoetischen Stammzellen
beeinflussen, gehdren unter anderem der Stem Cell Factor (SCF), die Interleukine-3, -6 und

-11, der Leukemia Inhibitory Factor (LIF), sowie linienspezifische Faktoren wie Erythropoetin
(EPO), Thrombopoetin (TPO) und der Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF)>.



1.1.1 Entstehung der thrombozytéaren Vorlauferzellen: Die Megakaryozytopoese

Megakaryozyten sind die Vorlduferzellen der Thrombozyten und gehdren zu den grofiten
hamatopoetischen Zellen des Knochenmarks (Durchmesser bis zu 50-80 pum). Im Jahre 1849
wurden sie von Robin im Knochenmark erstmals beschrieben®. Er war jedoch noch nicht in der
Lage die Megakaryozyten von anderen groRen Zellen, wie Osteoklasten, zu differenzieren®. Erst
im Jahre 1890 erkannte Howell die Megakaryozyten als selbststandige Zellentitat und prégte ihre
Bezeichnung als Megakaryozyten®.

Die Megakaryozytopoese, der Reifungsprozess von der hamatopoetischen Stammzelle zum
reifen Megakaryozyt, dauert ca. 5 Tage. Wéahrend dieses Reifungsprozesses wandern die Zellen
aus der osteoblastischen Nische zur vaskuldren Nische des Knochenmarks, wo sich die reifen
Megakaryozyten in der Nahe der Knochenmarksinusoide einfinden’. In der Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren bilden hdmatopoetische Stammzellen in in vitro-Testsystemen auf semi-
solidem Medium Kolonien aus (Colony Forming Units= CFU)®. Gehen aus einer
hamatopoetischen Stammzelle in einer einzelnen Kolonie Granulozyten, Erythrozyten,
Monozyten und Megakaryozyten hervor, spricht man von einer CFUggmm. Auf diese Weise
kann das haméatopoetische Potential der jeweiligen hdmatopoetischen Stammzelle charakterisiert
werden. Bisher wurden zwei Zellkolonien beschrieben, die ausschlieBlich Megakaryozyten
beinhalten: die Colony Forming Unit-Megakaryocyte (CFU-meg) und die Burst Forming Unit-
Megakaryocyte (BFU-meg)®.

Vergleicht man die morphologischen, histochemischen und biochemischen Eigenschaften der
Megakaryozyten lassen sich verschiedene Reifestadien differenzieren. Die erste nachweisbare
Zelle der megakaryozytaren Reihe ist der 10-50 pm groRe Megakaryoblast, (Abbildung 2)*. Er
wird auch als Stadium-I1-Megakaryozyt bezeichnet und weist eine noch geringe Polyploiditéat auf
(n = 4). Diese Polyploiditéat entsteht durch DNA-Replikation ohne Zellteilung (= Endomitose),
wobei die Zellen zwar in die Mitose eintreten, jedoch die Anaphase B und die Telophase sowie
die Zytokinese auslassen'**2. Fir diese Studie erscheint in diesem Zusammenhang besonders
wichtig, dass die Polyploiditidt der Megakaryozyten mit der Zellgrofie und damit auch mit der
Anzahl an neu gebildeten Thrombozyten korreliert (Kapitel 1.2.2). Aus dem Megakaryoblasten
entsteht in der Folge der 20-80 um groRBe Promegakaryozyt (Stadium-11-Megakaryozyt)™.
Promegakaryozyten enthalten bereits granuldre Strukturen, die aus dem Golgi-Apparat

entstammen®3,
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Die aus den Promegakaryozyten entstehenden reifen Megakaryozyten (Stadium-IlI-
Megakaryozyten; n = 16-32) zeigen eine Abnahme an Ribosomen und enthalten sehr viele

Granula®.

Megakaryoblast Promegakaryozyt Reifer MK
(Stadium 1) (Stadium 2) (Stadium 3)

o- - @ - (@ -
Thrombozyten /

o Lo
o
o
o o
OCo

Abbildung 2. Modell der Megakaryozytopoese. Unter dem Einfluss von TPO kommt es Uber drei verschiedene
Zellstadien zur Differenzierung von polyploiden Megakaryozyten (= MK) aus einer hdmatopoetischen Stammzelle
(= HSC). Die reifen Megakaryozyten bilden diinne Auslaufer aus Zytoplasma aus, aus denen die Proplattchen und
schlussendlich die Thrombozyten entstehen’.

1.1.2 Bildung und Freisetzung von Thrombozyten: Die Thrombozytopoese

Im Jahre 1906 wies James Homer Wright darauf hin, dass Thrombozyten aus dem Zytoplasma
von Megakaryozyten entstehen'®. Die sinusoidal lokalisierten reifen Megakaryozyten scheiden
durch Abschniirungen ihrer Zytoplasma-Auslaufer, die in die Sinusoide des Knochenmarks
hineinreichen, sogenannte Propléttchen ab. Diese sind in vitro bis zu 250-500 um lang und
konnen jeweils in 100-200 Thrombozyten zerfallen. Insgesamt entstehen so aus einem
Megakaryozyt bis zu 1000 Thrombozyten. Dieser terminale Differenzierungsschritt wird als
Thrombozytopoese bezeichnet. Fir die Bildung von Propléttchen aus Megakaryozyten ist das
sogenannte Demarkationsmembransystem (DMS) von imminenter Bedeutung. Dieses bildet sich
durch die Invagination der &uferen Zellmembran der Megakaryozyten und stellt ein
Membranreservoir fiir die Formation der Proplattchen dar'. Das DMS ist mit Mikrotubuli-
Filamenten und Aktin-Filamenten assoziiert. Die Bedeutung von Mikrotubuli fir die
Thrombozytopoese wurde 1987 bewiesen, als gezeigt werden konnte, dass das Zellgift

Colchicin, welches Mikrotubuli zerstort, die Proplattchenbildung hemmen kann®. Die wahrend
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der Thrombozytopoese entstehenden pseudopodienartigen Propléttchenstrukturen entwickeln
sich zu langen, verzweigten Schéften. Ein sich Uberlappendes Gleiten dieser mit Mikrotubulin-
Filamenten ausgekleideten Schafte ist fiir die Verlangerung der Proplattchen von Bedeutung®’.
Am distalen Ende der Schafte bilden sich, als trdnenférmige Strukturen, die zukilnftigen
Thrombozyten. In ihnen wickeln sich die Mikrotubuli-Filamente zu einer Spirale auf und bilden
das sogenannte Marginal Band. Nach der Freisetzung der Thrombozyten in den Blutstrom gibt
dieses den Thrombozyten ihre charakteristische diskoide Form!’. Erstaunlich bleibt die
Erkenntnis, dass aus einem Proplattchen morphologisch gleichformige Thrombozyten, mit einem
nur gering schwankenden mitttleren Volumen (Kapitel 1.2.2), entstehen. Die Untersuchung des
Thrombozytenvolumens lasst so wichtige Rickschlisse auf Verdnderungen der

Megakaryozytenreifung und der Propléttchenbildung zu.

1.1.3 Das Endprodukt der Thrombozytopoese: Der Thrombozyt

1882 konnte Bizzozero den Thrombozyt als eigenstandigen Bestandteil des Blutes nachweisen®®.
Er erkannte, dass nicht die Leukozyten, sondern die Thrombozyten eine essentielle Rolle fir die
Thrombusbildung spielen, und pragte zudem ihre heutige Bezeichnung als ,, Thrombozyten* *8*°.
Hierbei handelt es sich um diskoide, anukleére Zellfragmente, mit einem Durchmesser von 1,5-3
pum und einer vergleichsweise kurzen Lebensdauer von 8-10 Tagen. Sie erscheinen erstmals in
der 5. Embryonalwoche in der fetalen Zirkulation. Die Thrombozytenzahl nimmt linear zu und
erreicht um die 26. Woche post menstruationem (p. m.) Werte, wie sie auch bei Erwachsenen
vorliegen®.

Thrombozyten sind essentiell fir die primdre Hamostase. In Folge einer Schadigung von
BlutgefaRen kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten und Ausbildung von Pseudopodien
und Adhésion der Thrombozyten. Es entsteht ein Thrombozytenaggregat, das zum Verschluss
der entstandenen Lasion fuhrt. Sind zu wenige Thrombozyten vorhanden, ist die Funktion der
Blutstillung eingeschrankt. In der Folge kdnnen sich Blutungen entwickeln. Dieser Zustand wird
als Thrombozytopenie bezeichnet und stellt eine der haufigsten hdmorrhagischen Diathesen dar
(Kapitel 1.3). Ein Anstieg der Thrombozyten uUber den physiologischen Normwert hinaus wird
hingegen als Thrombozytose bezeichnet. Weiterhin sind Thrombozyten mit der angeborenen
sowie adaptiven Immunitat des Korpers eng verknipft sind und spielen eine zentrale Rolle in

Entzlindungsreaktionen.
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Ein gesunder menschlicher Korper ist in der Lage, taglich bis zu 2x10* Thrombozyten zu
produzieren. Diese Zahl kann bei erhohtem Bedarf noch um das 20-fache und mehr gesteigert
werden®. Seit der Erstbeschreibung durch Bizzozero hat das Wissen tber die Struktur der
Thrombozyten stark zugenommen. Die Morphologie und das Volumen der Thrombozyten
(Kapitel 1.2.2) sind abhdngig vom Aufbau des thrombozytéren Zytoskeletts. Hierfir spielt, wie
oben aufgefiihrt, der Prozess der Propléttchenbildung aus Megakaryozyten eine entscheidende
Rolle. Unterhalb der Plasmamembran verfligen Thrombozyten tiber eine ringférmige Anordnung
von Spektrin-Tetrameren, die durch Aktinfilamente und weitere Proteine miteinander verbunden
sind®. Aktin ist ein Protein, das sich wahrend der Aktivierung der Thrombozyten zu Fibrillen
formiert, die fiir die Bildung der Pseudopodien essentiell sind. Dieses ringférmige Zytoskelett
tragt wie das bereits beschriebene Marginal Band zur Aufrechterhaltung der diskoiden Form der
Thrombozyten bei®*?. Fiir diese Studie ist von groRer Bedeutung, dass Thrombozyten einen
geringen Anteil an residueller mRNAenthalten, der den Megakaryozyten entstammt®%. Der
MRNA-Gehalt nimmt im Laufe der Lebensspanne der Thrombozyten immer weiter ab und

ermoglicht die Differenzierung von jungen und alten Thrombozytenpopulationen (Kapitel 1.2.7).

1.1.4 Thrombopoetin (TPO) in der Regulation der Megakaryozytopoese

Fur die Bildung und Reifung der Megakaryozyten ist der hamatopoetische Wachstumsfaktor
TPO von besonderer Bedeutung, dessen Rezeptor c-Mpl auf megakaryozytaren Vorlauferzellen,
Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert wird?%’. Kelemen et al. postulierte im Jahr 1958
als Erster einen spezifischen Wachstumsfaktor fir die Thrombozytopoese und pragte dessen
Bezeichnung als Thrombopoetin®. 1994 wurde TPO von unabhingigen Gruppen kloniert und
isloiert “**°. TPO wird hauptsachlich in der Leber produziert und unabhéngig von der Anzahl an
Thrombozyten konstitutiv in das Blut abgegeben®*2%, Neben der Leber tragen jedoch auch die
Nieren, die Milz, glatte Muskelzellen und Stromazellen des Knochenmarks zur Produktion von
TPO bei®*®. Aktuelle Studien legen nahe, dass die TPO-Plasmakonzentration hauptsachlich
uber einen end-zellvermittelten Mechanismus reguliert wird. Demnach ist die TPO-
Konzentration im Plasma abhéngig von der Masse an c-Mpl-Rezeptoren auf Megakaryozyten,
Thrombozyten und ihren Vorlduferzellen. Liegen normale Thrombozytenzahlen vor, wird TPO
an seinen Rezeptor gebunden und anschlieend internalisiert. Die das Knochenmark

erreichenden TPO-Wirkspiegel werden im Vergleich auf einem relativ geringen Niveau
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gehalten. Die Stimulation der Megakaryozytopoese fiihrt so zu normalen Thrombozytenzahlen.
Ein Abfall der Thrombozyten fiihrt zu einer verringerten Entfernung von TPO aus der
Zirkulation, da durch die Abnahme an Thrombozyten auch die Dichte an c-Mpl-Rezeptoren
abnimmt. Hierdurch steigen die TPO-Spiegel an und es erreichen groRere Mengen das
Knochenmark. TPO flihrt dort zur Proliferation und Differenzierung der Megakaryozyten. In der
Folge kommt es zu einer gesteigerten Thrombozytenproduktion und konsekutiv zu einem
Anstieg der Thrombozytenzahl in den physiologischen Normalbereich. Parallel zur
Normalisierung der Thrombozytenzahlen steigt auch die Anzahl an c-Mpl-exprimierenden
Zellen wieder an. TPO wird vermehrt aus der Zirkulation entfernt und die TPO-Werte sowie die
Stimulation der Megakaryozytopoese erreichen wieder ein normales Niveau (Abbildung 3)*°.

Neben TPO sind die Interleukine 3,-6 und -11, der Stem Cell Factor (SCF) und der c-kit-Ligand
im Zusammenspiel mit TPO ebenfalls von Bedeutung fir die Bildung und Reifung der

Megakaryozyten®:. Diese Faktoren haben jedoch nur geringes Differenzierungspotential.

Abfall der Thrombozyten/ T

weplge Megakarvozy‘ten: =3 TPO-Konzentration ! ——» Megakaryozytopoese
geringe TPO-Absorption

durch seinen Rezeptor o

) o
T o
TPO in der Zirkulation Thrombozyten

T

o

Anstieg der Thrombozyten/ . \lr
= TPO-Konzentration ——=p Megakaryozytopoese

Megakaryozyten-Hyperplasie: zentratl gakaryozytop

hohe TPO-Absorption

o

Abbildung 3. Regelkreis von Thrombopoetin (TPO) zur Kontrolle der Thrombozytenzahl. Abbildung modifiziert
nach Kuter et al.*.
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1.2 Einfihrung der Thrombozytenparameter

Im Gegensatz zu den Erythrozyten, deren morphologische Charakteristika in der klinischen
Routine einen wichtigen diagnostischen Wert besitzen, hat die Evaluation der Thrombozyten
bisher kaum Weg in die Klinik gefunden. Oft reicht die Thrombozytenzahl allein nicht aus, um
z. B. das mit einer Thrombozytopenie assoziierte Blutungsrisiko einschétzen zu kénnen. So ist in
Kindern nach myeloablativer Therapie vor hamatopoetischer Stammzelltransplantation das
Blutungsrisiko deutlich hoher als in Patienten mit ITP (Kapitel 1.3.1). Zudem gibt die
Thrombozytenzahl allein keine Informationen uber die Atiologie der Thrombozytopenie oder
den qualitativen und quantitativen Ablauf der Thrombozytopoese. Erst wenn die Ursache einer
Thrombozytopenie bekannt ist, kbnnen die besten Optionen fir ihre Therapie gewéhlt werden.

Neben der Thrombozytenzahl kdnnen seit einigen Jahren mit Hilfe spezieller automatisierter
Blutzahlgeréte zusatzliche Thrombozytenparameter bestimmt werden, welche Auskunft Gber die
GroRe, Granularitat und Reife der Thrombozytenpopulation liefern. Studienergebnisse beziehen
sich bisher zumeist auf Erwachsene, so dass zum heutigen Zeitpunkt nur wenige Informationen
uber Thrombozytenparameter in Kindern und Jugendlichen zur Verfiigung stehen. Im folgenden
sollen die fur die vorliegende Studie in hamatologisch gesunden sowie in verschiedenen
padiatrischen Patientengruppen gemessenen Thrombozytenparameter eingefuhrt werden. Diese
Parameter wurden in Bezug auf verschiedene Fragestellungen untersucht (Kapitel 1.4). Eine

genauere Beschreibung ihrer Analyse erfolgt in Kapitel 2.

1.2.1 Thrombozytenzahl (PLT)

Die PLT im peripheren Blut wird bei gesunden Erwachsenen und Kindern zwischen 150/nl und
400/nl angegeben. Die intraindividuelle Variation innerhalb eines Tages betragt 6,75%, von Tag
zu Tag 11,5%, und von Monat zu Monat 10,7%*"®. Die verschiedenen Moglichkeiten zur
Messung der PLT werden in Kapitel 2.2.1 erlautert.

In Frauen wurden in einigen Studien statistisch signifikant hohere PLT-Werte im Vergleich zu
Mannern gefunden. Hierflir werden u. a. differierende Hormonprofile von Frauen verantwortlich
gemacht. Zudem konnte der durch die Menstruation der Frauen bedingte Blutverlust
kompensatorisch fir die hoéheren PLT-Werte der Frauen verantwortlich sein®. Dafiir spricht

auch, dass in postmenopausalen Frauen niedrigere PLT-Werte gefunden wurden als bei jungen
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menstruierenden Frauen“’. Bei gesunden Kindern wurden ebenfalls hohere PLT-Werte bei
Madchen im Vergleich mit Jungen gefunden®, sowie eine negative Korrelation von PLT mit
dem Alter*?.

1.2.2 Mean Platelet Volume (MPV)

Das MPV beschreibt das mittlere Thrombozytenvolumen einer Thrombozytenpopulation und ist
in Analogie zum Mean Corpuscular Volume (MCV) der Erythrozyten entwickelt worden.
Bereits seit den friihen achtziger Jahren kann es mit der Hilfe von automatisierten Zellzéhlern
ermittelt werden****, Da verschiedene Antikoagulantien, Messtechniken sowie Lagerungszeiten
das MPV beeinflussen konnen, sollte der Vergleich verschiedener Studien zum MPV mit groRer
Vorsicht behandelt werden®. Das MPV wird wahrend der Thrombozytopoese festgelegt und
zeigt eine inverse Beziehung zur Polyploiditat der Megakaryozyten. Bei gesunden Erwachsenen
fiel das MPV mit dem Alter ab und zeigte eine negative Korrelation zur PLT***®, In Kindern
zeigte sich hingegen ein Anstieg des MPV mit dem Alter und ebenfalls eine negative Korrelation
zur PLT*. Thrombozytopenien kénnen u. a. nach dem MPV eingeteilt werden. Dabei werden
Thrombozytopenien mit erniedrigtem MPV als Mikrothrombozytopenien und solche mit
erhdhtem MPV als Makrothrombozytopenien bezeichnet. So weisen z. B. am Wiskott- Aldrich
Syndrom (WAS) erkrankte Patienten in der Regel im Vergleich mit gesunden Kontrollen
kleinere Thrombozyten auf. Diese Erkrankung ist neben einer Mikrothrombozytopenie durch
rekurrierende Infektionen und Ekzeme charakterisiert. Wichtig ist bei dieser Einteilung zu
beachten, dass die Zuordnung aufgrund des MPV abhéngig von der jeweiligen Messmethode
sowie den angewandten Normwerten ist. An ITP erkrankte Patienten (Kapitel 1.3.1) zeigten eine
signifikante Erhdhung des MPV*® und eine suffiziente Sensitivitat und Spezifitat von MPV fiir
die Diagnosestellung der ITP und deren Abgrenzung von Thrombozytopenien mit

hypoproliferativem Knochenmark .

1.2.3 Plateletcrit (PCT)

Der PCT wurde in Analogie zum Hamatokrit der Erythrozyten entwickelt. Er beschreibt die
Masse der vorhandenen Plattchen und wird definiert als das Produkt von MPV und PLT. Bei
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gesunden Kindern fiel der PCT mit dem Alter ab. Wahrend der Pubertét zeigten Médchen jedoch
einen signifikanten Anstieg*'. Weitere geschlechtsspezifische Unterschiede konnten bisher nicht

festgestellt werden™.

1.2.4 Platelet Deviation Width (PDW)

Die PDW ist ein Mal fur die Heterogenitit der Volumina der Thrombozyten. Ist diese besonders
grol3, spricht man von Thrombozytenanisozytose. Die PDW ist demnach vergleichbar mit der
Red Cell Distribution Width (RDW) fur die Erythrozyten. Bisher liegen nur einzelne Studien zur
PDW in Kindern vor.

In gesunden Kindern wurden keine altersabhdngigen Veranderungen der PDW und keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt*.  Bestimmte Thrombozytopenien mit
Makrothrombozyten, wie das Alport-Syndrom, die May-Hegglin Anomalie oder das Bernard-
Soulier Syndrom, weisen eine erhdhte PDW auf>'. Auch Patienten mit myeloproliferativem
Syndrom kénnen eine erhdhte PDW aufweisen®’. Zudem kann die PDW bei einer akuten
Blutung und Thrombozytenbildungsstérungen, wie z.B. der aplastischen Anamie erhoht sein. Fir
die Diagnosestellung der ITP besitzt die PDW eine ausreichende Sensitivitat und Spezifitat>’.
Bei Kindern mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) zum Zeitpunkt der Diagnose war die
PDW im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant erniedrigt>”.

1.2.5 Platelet-Large Cell Ratio (P-LCR)

Das P-LCR gibt den Bruchteil aller Thrombozyten an, die ein Volumen groRRer als 12fl
aufweisen. Der Wert gibt demnach Auskunft dartiber, wie groR der prozentuale Anteil an
besonders groRen Thrombozyten bezogen auf die gesamte Thrombozytenpopulation ist.
Thrombozytenaggregate, Riesenthrombozyten oder Mikroerythrozyten kénnen zu einem falsch
hohen P-LCR-Wert fiihren. ITP-Patienten wiesen erhohte P-LCR-Werte auf*®. Im Gegensatz
dazu zeigten Patienten mit Thrombozytose signifikant niedrigere Werte im Vergleich mit

gesunden Kontrollen®®.
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1.2.6 Platelet- Mean Frequent Volume (P-MFV)

Das P-MFV gibt dasjenige Volumen der Thrombozyten an, welches in einer
Thrombozytenpopulation am héufigsten vorkommt. Es wird in fl angegeben. Es ist ein reiner

Forschungsparameter, zu dem es bislangnur unsere Studie gibt.

1.2.7 Retikulierte Plattchen (RP) und Immature platelet fraction (IPF)

1969 wiesen Ingram und Coopersmith nach der Induktion eines akuten Blutverlustes erstmals in
Beagel-Hunden groBe Thrombozyten mit granuliertem Zytoplasma nach®. Die Thrombozyten
waren reaktiver als reife Thrombozyten und enthielten residuelle RNA®’. Sie wurden in Analogie
zu den Retikulozyten, den Vorlauferzellen der Erythrozyten, zunéchst als retikulierte Plattchen
(RP) bezeichnet. Im Jahre 1990 zeigten Kienast und Schmitz, dass die in den retikulierten
Plattchen enthaltene, residuelle RNA mit dem Farbstoff Thiazol-Orange (TO) anfarbbar ist und
die Identifizierung der retikulierten Plattchen mittels DurchfluBzytometrie ermoglicht®®. Dieser
Farbstoff war eigentlich fiir die Analyse von Retikulozyten entwickelt worden. Kienast und
Schmitz zeigten auch, dass die TO-positiven Thrombozyten hilfreich in der Differenzierung von
Thrombozytopenien aufgrund defizienter Produktion und erh6htem Thrombozytenverbrauch sein
kénnen®. 1995 konnte Dale et al. beweisen, dass die TO-positiven Thrombozyten eine Fraktion
von frisch synthetisierten, jungen Thrombozyten darstellen, die innerhalb von 24 h ihre TO-
Positivitat verlieren®®.

Die jungen Thrombozyten enthalten ein grobkdrniges, unterbrochenes Retikulum, das mit
zunehmendem Alter der Thrombozyten abgebaut wird. Die residuelle RNA der jungen
Thrombozyten entstammt den Megakaryozyten. Es wird angenommen, dass die jungen
Thrombozyten funktionsfahiger und metabolisch sowie enzymatisch aktiver sind als reife, altere
Thrombozyten6°. Deshalb erscheint die Bezeichnung als ,,unreife Thrombozyten® im Grunde
unpassend. Die mit modernen, automatisierten hamatologischen Analysegerdten gemessenen
unreifen Thrombozyten werden als Immature Platelet Fraction (IPF) bezeichnet. Der Wert kann
in relativen (IPF%) und absoluten Zahlen (IPF#) angegeben werden. Die Methoden zur Messung
der IPF werden in Kapitel 2.2.2 néher beschrieben. Es ist bekannt, dass mit Hilfe der IPF eine
Beurteilung der Thrombozytopoeserate maglich ist®®%2, Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass der mRNA-Gehalt der Thrombozyten direkt mit der Aktivitdt der Megakaryozyten in

Patienten mit Thrombozytopenie korreliert®*®*. Zwischen der IPF und der Anzahl der reifen
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Thrombozyten (PLT) zeigt sich eine inverse Beziehung. Nachdem die unreifen, jungen
Thrombozyten aus dem Knochenmark freigesetzt werden, nimmt ihr Volumen graduell ab und
auch die intrazellulire mRNA wird nach und nach minimiert®. Dieser Prozess der Degradation,
welcher innerhalb der ersten 24h nach Freisetzung der Thrombozyten aus dem Knochenmark
stattfindet, filhrt zu einem Anstieg von PLT und in der Folge zu einer Abnahme der IPF**®*. Da
die IPF die Aktivitit der Thrombozytopoese widerspiegelt, kann sie helfen, die Atiologie
verschiedener Formen von Thrombozytopenien besser zu definieren. Eine Thrombozytopenie
verbunden mit einem niedrigem IPF-Wert l4sst auf eine Produktionsstorung im Knochenmark
mit einer verminderten Thrombozytopoeserate schlielen. Eine Thrombozytopenie verbunden mit
einem erhohten IPF-Wert hingegen l&sst einen verstarkten Abbau von Thrombozyten in der

Peripherie, verbunden mit einer kompensatorisch gesteigerten Thrombozytopoese, vermuten.

19



1.2.8 RP-und IPF-Werte im gesunden Erwachsenen und Kind

In der Vergangenheit haben sich verschiedene Studien mit der Etablierung von RP— und IPF%-

Werten in gesunden Erwachsenen beschéftigt. Tabelle 1 fasst die Ergebnisse der Studien flr

Erwachsene der Jahre 1990 bis 2008 zusammen?*®>7:8.66-80

Tabelle 1. Studienergebnisse der Jahre 1990-2008 fiir Referenzwerte von RP%- und IPF% in gesunden
Erwachsenen.

Studien zu RP (Journal) RP [%]
(Mittelwert £ SD)
Monteagudo et al. 2008 1,3
QM)
Thomas-Kaskel et al. 2007 5,0
(Cytometry B Clin Cytom)
Kickler et al. 2006 (Am J Clin Pathol.) 3,1
Salvagno et al. 2006 (Platelets) 6,13 + 3,09
Butkiewicz et al.2006 (Thromb Res.) 1,51+0,42
Saxonhouse et al. 2004 1,1+0,5
(J Pediatr. Hematol. Oncol.)
Macchi et al. 2002 (Eur j Haematol) 57+24
Robinson et al. 2000 (Clin Lab Haematol) 16,4
Saxon et al. 1998 (J Pediatr Hematol Oncol.) 7,9+2,9
Koike et al. 1998 (Thromb Haemost.) 2,17+0,9
Ogata et a/.1998 (Kurume Med. J.) 1,92 +1,27
Harrison et al.1997 (Platelets) 8,6+2,8
Rinder et al.1993 (Arch Pathol Lab Med) 2,9+2,2
Ault et al. 1993 (ANN N Y Acad Sci) 09+0,1
Kienast et al. 1990 (Blood) 8,6+2,8

Studien zu IPF (Journal) IPF [%]
(Mittelwert £ SD,
Spannweite)

Takami et al. 2007
(Bone Marrow Transplantation)
Abe et al. 2006 (Thrombosis Research)
Briggs et al 2004 (Transfusion Medicine)

2+1,1 (0,5-5,7)
3,3 (1,0-10,3)
3,9 (1,1-6,1)

Die Mittelwerte flir RP% zeigen groRe Unterschiede, mit einer Spannweite von 0,9-16,4%. Die
Mittelwerte der IPF%-Werte schwanken weniger stark, mit einer Spannweite von 2-3,9%. Abe et

al. konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im RP% von Erwachsenen feststellen®.
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Bonan et al. fanden higegen héhere RP%-Werte in Frauen als in Mannern und auch in gesunden
Neugeborenen wurden héhere RP%-Werte in Madchen als in Jungen gemessen. Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant®®,

Bisher liegen keine Studienergebnisse zu Referenzwerten der Thrombozytenparameter von
genugend groRen Gruppen vollkommen gesunder Kindern vor. Saigo et al. bestimmte die
Referenzwerte fiir IPF% nicht in gesunden Kindern, sondern in 30 kranken Kinder, in denen das
Knochenmark eine normale Funktion aufwies, sich die Thrombozyten und Leukozyten im
Normalbereich befanden und kein G-CSF gegeben wurde. Der Mittelwert fur IPF% lag bei 2,6%
und PLT und IPF zeigten eine signifikante negative Korrelation®*. Fiir die Studie von Rajantie et
al. wurden die Werte fir PLT, RP und MPV zwar in gesunden, insgesamt jedoch nur in 6

Kindern bestimmt. Der Median fiir RP lag bei 1,5% und fir das MPV bei 9 fI%°.

1.3  Haufigste hamorrhagische Diathese im Kindesalter: Die Thrombozytopenie

Die Hauptursachen fiir eine Thrombozytopenie kénnen in drei Kategorien unterteilt werden:
Zunéachst kann eine Thrombozytopenie durch eine angeborene oder erworbene verminderte
Produktion von Thrombozyten bedingt sein. Weiterhin kann ein vermehrter Abbau von
Thrombozyten in der Peripherie ursdchlich sein, der entweder immunologisch oder nicht-
immunologisch bedingt ist. Zudem kann es zu einer Sequestration von Thrombozyten, v. a. in
der Milz, aber auch in anderen Organen, kommen. Die Milz beherbergt unter normalen
Umstanden ungefahr ein Drittel aller Thrombozyten®. Kommt es zu einer VergroBerung des
Organs, steigt der dort gespeicherte Anteil an Thrombozyten.

Es ist deshalb sehr wichtig, die Ursache der verschiedenen Thrombozytopenien zu erkennen, da
hiervon u. a. die Wahl der Therapie abhédngt. Potentielle Ursachen fir falsch niedrige
Thrombozytenzahlen schliel}en eine Aktivierung der Thrombozyten wéhrend der Blutentnahme,
Riesenthrombozyten oder eine Pseudothrombozytopenie als Folge der in vitro Agglutination von
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-abhangigen Antikorpern mit ein®.

Eine Thrombozytopenie kann altersunabhangig in verschiedene Schweregrade eingeteilt werden:
PLT= 50-100/nl milde, PLT= 29-50/nl mittelgradige, PLT unter 20/nl schwere

Thrombozytopenie.

21



1.3.1 Idiopathische Thrombozytopenische Purpura (ITP)

Mit einer Inzidenz von 4 auf 100.000 Kinder pro Jahr ist die ITP die hdufigste erworbene
hamorrhagische Diathese im Kindesalter®. Sie ist charakterisiert durch einen immunologisch
bedingten Abbau von mit Autoantikérpern beladenen Thrombozyten durch Makrophagen des
retikuloendothelialen Systems. Altere und neuere Untersuchungen zu radioaktiv >'Cr und **In
markierten Thrombozyten von ITP-Patienten erbrachten kontroverse Ergebnisse die
Uberlebenszeit der Thrombozyten und die Thrombozytenproduktion betreffend®®. Zum einen
scheint ein verstarkter peripherer Abbau von Thrombozyten mit verminderter
Thrombozytenlebenszeit in einem Teil der Patienten zum Abfall der PLT zu fihren.
Kompensatorisch kann dies zu einer Aktivitatssteigerung der Megakaryozytopoese fiihren, die
jedoch nicht ausreicht, um den Thrombozytenwert im Normbereich zu halten®. Die klassische
Steigerung der Megakaryozytopoese liegt jedoch nicht immer vor. Oftmals ist das Knochenmark
von ITP-Patienten auch normozelluldr und in Einzelfallen kann es sogar hypozellulér oder mit
isoliert reduzierter Megakaryozytopoese imponieren. In Kindern mit ITP wurden normale oder
leicht erhdhte Thrombopoetin-Konzentrationen gemessen®.

Die Pathophysiologie der ITP ist komplex und noch nicht zu allen Teilen verstanden. Eine
wesentliche Rolle spielt der Verlust peripherer Toleranzmechanismen, der zu einer Produktion
von Autoantikdrpern gegen bestimmte Thrombozytenantigene fiihrt®2. 1951 konnte erstmals
gezeigt werden, dass die Infusion von Plasma von ITP-Patienten bei gesunden Individuen zu
einem Abfall der PLT fihrte®™. Einige Zeit danach konnte nachgewiesen werden, dass dieser
Effekt auf ein Immunglobulin zuriickzufiihren ist*. Heute weiR man, dass die Autoantikdrper
von |ITP-Patienten zumeist gegen die Glykoproteine GPIIb/Illa und GPIb/IX auf der
Zelloberflache der Thrombozyten gerichtet sind und Uberwiegend der Immunglobulinklasse 1gG
angehoren®. Zellulare Mechanismen scheinen eine zentrale Rolle in der Entstehung der ITP zu
spielen. So konnte  nachgewiesen  werden, dass  die Produktion  von
Thrombozytenautoantikdrpern durch B-Zellen die Anwesenheit von Antigen-spezifischen, CD4-
positiven T-Helfer-Zellen erfordert™.

Obwohl der verstarkte Abbau der mit Autoantikérpern bedeckten Thrombozyten eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der ITP spielt, wurden weitere der Entstehung der ITP zu Grunde
liegende Mechanismen beschrieben. Zum einen wurde die Bindung der Autoantikdrper an
Megakaryozyten diskutiert, die in der Folge die Reifung der Megakaryozyten beeintréachtigen

und zu einem intramedulldren Untergang von Megakaryozyten und Thrombozyten fiihren
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konnten®™. Zum anderen wurde ein negativer Einfluss der Autoantikorper auf die
Propléattchenformation in erwachsenen ITP-Patienten beschrieben, sowie eine mdgliche
Zerstérung von Thrombozyten durch zytotoxische T-Zellen®. Abbildung 4 stellt die
Pathophysiologie der ITP in vereinfachter Form da. Vermutlich variiert die Bedeutung der
einzelnen Mechanismen, welche zur Entstehung der Erkrankung beitragen, von Patient zu

Patient.

Gestorte Thrombozytenproduktion T-Zellvermittelte
durch Autoantikorper Thrombozytenzerstérung

Megakaryozyt Zytotox. T
elle
y

Thrombozyten

y oo
o 7 O

Produktion von Autoantikérpern ‘
gegen Thrombozyten

IL-2/1FN-Y

T-Helfer- I 1

Zelle T-Zell-
Rezeptor

Phagozytose/Abbau der Thrombozyten:
v.a. in der Milz

Abbildung 4. Vereinfachte Darstellung der Pathophysiologie der ITP. (APZ = Antigenprésentierende Zelle, IL-2 =
Interleukin-2, IFN-Y = Interferon-gamma, MHC2 = major histocompatibility complex 2, Y = Antikorper).

Die ITP beginnt oft plotzlich und fuhrt zum Auftreten von Hamatomen und/oder petechialen
Einblutungen. Das Allgemeinbefinden der Kinder ist dabei nur wenig bis gar nicht
beeintrachtigt. Mehr als 80-90% aller Kinder mit ITP bleiben, trotz niedriger
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Thrombozytenwerte, von schweren Blutungen verschont und bendtigen keine Behandlung.
Intrakranielle Blutungen (Intracranial Hemorrhage = ICH) kommen in weniger als 1% aller
Patienten vor, unabhangig davon, ob eine Therapie durchgefiihrt wurde oder nicht®. Das
Auftreten einer Hepatosplenomegalie oder Lymphadenopathie ist als untypisch anzusehen. Trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten gibt es immer noch keinen einfachen,
diagnostischen Test fir die ITP. Die Diagnose beruht auf dem Ausschluss anderer
Erkrankungen. Hierzu gehdren u. a. die mit der ALL des Kindesalter assoziierte
Thrombozytopenie (Kapitel 1.3.2), kongenitale Thrombozytopenien (KT, Kapitel 1.3.3) sowie
sekundare Thrombozytopenien (mit HIV oder SLE = systemischer Lupus erythematodes
assoziiert). Nach den Richtlinien der American Society for Hematology sprechen eine
unauffallige klinische Untersuchung, abgesehen von den bereits genannten Petechien und
H&matomen, sowie ein grofles Blutbild mit einer isolierten Thrombozytopenie als einzige
Veranderung fur das Vorliegen einer ITP. Zudem sollte ein unauffalliger peripherer
Blutausstrich vorliegen. Eine Untersuchung des Knochenmarks zur Diagnosestellung wird in
ITP-Patienten als nicht notwendig beschrieben. Die megakaryopoetische Aktivitdt und die
Dynamik der Thrombozytopoese bleiben so in den meisten Fallen unbekannt. Eine
Untersuchung des Knochenmarks wird nur in Patienten mit atypischen Verlaufen empfohlen.
Dazu zéhlen u. a. Patienten, die unter Mudigkeit, Fieber, Gelenkschmerzen, Anémie,
Neutropenie und Hepato- und/oder Splenomegalie leiden®’. Neben atypischen Verlaufen kann
bei Therapieversagen und lang andauernden Verldufen eine Untersuchung des Knochenmarks in
Erwéagung gezogen werden®’. Weiterhin offen bleibt die Frage, ob in Kindern mit einer typisch
verlaufenden akuten ITP, fiir die eine Therapie mit Kortikosteroiden in Betracht kommt, eine
Knochenmarkuntersuchung durchgefuhrt werden sollte. Diese Untersuchung konnte eine
potentiell zu Grundeliegende Leukamie und deren falschliche Behandlung als ITP verhindern™.
Wann und wie genau ein Kind mit akuter ITP behandelt werden sollte, bleibt eine viel diskutierte

Frage 88,97-100

1.3.1.1 Akute versus chronische ITP

Im Kindesalter tritt die ITP zu einem Anteil von 70-80% als eine akute Erkrankung (alTP),

f85

haufig nach einem Virusinfekt oder seltener einer Lebendimpfung, auf™. Der Zeitraum zwischen

dem Infekt und dem Beginn von Blutungszeichen betrdgt ca. 2 Wochen. Die alTP ist

24



grundsatzlich eine gutartige Erkrankung mit selbst limitierendem Verlauf. Sie bildet sich in der
Mehrzahl der Patienten innerhalb einiger Wochen und Monaten wieder zurlick. Nach 4-8
Wochen erreicht ca. die Halfte der Kinder erreicht eine Remission, nach 3 Monaten ca. zweli
Drittel. Préadiktoren fur eine frihe Remission sind ein abrupter Beginn der Erkrankung, eine
vorhergehende virale Infektion, Alter unter 10 Jahren, Schleimhautblutungen und ein initialer
Thrombozytenwert < 5/nl.

Als cITP wurde bisher eine isolierte Thrombozytopenie bezeichnet, die langer als 6 Monate
persistiert. Diese Definition wird jedoch inzwischen in Frage gestellt, da gezeigt werden konnte,
dass im 2. Halbjahr nach Diagnosestellung noch ca. 10% der Kinder eine Remission
erreichen’®%2 In den letzten Jahren hat sich daher eine neue Einteilung etabliert nach der in
Kindern, die innerhalb von 3-12 Monaten eine Remission erreichen, die Erkrankung nicht als
chronische, sondern als persistierende ITP bezeichnet wird. Erst wenn die Erkrankung langer als
12 Monate anhalt wird sie demnach als chronisch klassifiziert'®®,

Ein schleichender Beginn sowie ein Alter von mehr als 10 Jahren bei Diagnosestellung sind mit
der cITP assoziiert. Zudem liegt der Anteil an Madchen in der Gruppe deutlich héher®. Kinder
mit cITP weisen weiterhin zu Anfang ihrer Erkrankung eine héhere mittlere Thrombozytenzahl
auf als alTP-Patienten'®. Die TPO-Werte von alTP- und cITP- Patienten, welche zumeist im
Bereich von Normalspendern liegen, unterscheiden sich hingegen nicht'%.

Zur Zeit ist noch nicht bekannt, warum die ITP in einigen pédiatrischen Patienten einen akuten
und in anderen einen chronischen Verlauf nimmt und ob es sich um eine von einer akuten in eine
chronische Phase (bergehende oder vielleicht sogar zwei verschiedene Krankheitsentitéten
handelt. Beide Verldufe sind immunvermittelt, jedoch kénnten verschiedene Pathomechanismen
zugrunde liegen, worauf Unterschiede in der Immunitdt von alTP- und cITP-Patienten
hinweisen. Die Anzahl an anti-GPIIb/llla-Antikdrpern und ihre Bindungsratio lag in
padiatrischen Patienten mit cITP sehr viel héher als in alTP- Patienten'®. Der Anteil an
Patienten, deren Werte flr IL-2, IFN-y und/oder IL-10 erhdht waren, war in der Gruppe der
cITP-Patienten gréRer'®. Weiterhin wurde in clTP-Patienten eine hohe Ratio von Th1/Th2-
Zellen gefunden'®,

Die Aufklarung der verschiedenen Pathomechanismen kénnte dazu beitragen, Kinder mit akuter
ITP, die eine hohe Wahrscheinlichkeit fir eine Chronifizierung aufweisen, frihzeitig zu
erkennen und den Verlauf der Erkrankung besser einschétzen zu kénnen.

Mehrere Studien berichteten Uber erhthte RP%- und IPF%-Werte in erwachsenen Patienten mit
ITP. Die absoluten Werte waren im Vergleich dazu erniedrigt®'®. Zudem zeigte sich eine
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statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen PLT und RP%, und die Sensitivitat und
Spezifitat von RP% fir die Diagnose der ITP waren exzellent. Besonders die Messung von RP%
zusammen mit TPO zeigte gute Ergebnisse’®. In ITP-Patienten mit einem typischen Verlauf und
einem signifikanten IPF%-Anstieg kann auf eine Knochenmarkuntersuchung verzichtet
werden®’. In Kindern mit ITP wurden erhdhte RP%-Werte, in Assoziation mit einer gesteigerten
Thrombozytopoese zum Zeitpunkt der Diagnose, gefunden. Es zeigte sich eine negative
Korrelation zwischen PLT und RP% und eine positive Korrelation zwischen RP% und MPV
sowie RP% und TPO. Zudem wurde eine Beziehung zwischen den RP%-Werten und dem
Ansprechen auf Therapie beschrieben. Ein RP%-Wert >15% war mit einem besseren

Ansprechen auf Steroidtherapie und Splenektomie assoziiert™.

1.3.1.2 Blutungsneigung in ITP-Patienten

Die Einschatzung der Blutungsneigung in ITP-Patienten ist bisher, aufgrund fehlender Marker,
problematisch. Die richtige Einschatzung erscheint jedoch gerade im Hinblick auf
Therapieentscheidungen  imminent.  Bisher  orientieren sich  Therapieentscheidungen
hauptsachlich am PLT-Wert’". Die Schwere von Blutungen in Kindern mit ITP zeigt
normalerweise eine inverse Beziehung mit der PLT. Trotzdem haben einige Patienten obgleich
stark erniedrigtem PLT-Wert, nur minimale oder gar keine Blutungszeichen®!%**! Die Ursache
flr dieses Phanomen ist noch weitgehend unbekannt. Die weitere Evaluation der Beziehung von
Blutungsneigung und PLT-Wert bzw. IPF-Wert erscheint daher essentiell. Die Blutungsneigung
der ITP-Patienten zum Zeitpunkt der Messung der Thrombozytenparameter (Ergebnisse Kapitel
3.3.2) wurde fur diese Studie anhand eines etablierten Blutungsscore (Buchanan et al.; The
Journal of Pediatrics, 2002) bestimmt™?. Dieser erlaubt die semiquantitative Beurteilung der
Blutungsneigung. Demnach wurde die Blutungsneigung folgendermafen eingeteilt: 0 = Keine
Blutungen; 1 = Leicht— wenige Petechien (< 100 insgesamt) und/oder < 5 kleine Hamatome (<
3 cm Durchmesser); 2 = Mild— viele Petechien (>100) und /oder >5 grofie Hadmatome (> 3 cm
im Durchmesser), keine Schleimhautblutungen; 3 = Moderat— Schleimhautblutungen
(Epistaxis, Blutungen am Gaumen, oropharyngeale Blutblasen, Menorraghie, gastrointestinale
Blutung, ect.), die keine sofortige medizinische Interventionen bendétigen; 4 = Schwer—

Schleimhautblutungen oder vermutete innere Blutung ( im Gehirn, Lunge, Muskel, Gelenk, etc.),
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die sofortige medizinische Intervention bendtigen; 5 = lebensbedrohlich— dokumentierte

Hirnblutung oder lebensbedrohliche oder fatale Blutung egal wo.

1.3.2 Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Die ALL ist eine maligne, klonale Neoplasie der lymphatischen Vorlauferzellen des
Knochenmarkes. Es kommt zu einer diffusen autonomen Proliferation der Leukozyten und
Ausschwemmung unreifzelliger Blasten ins periphere Blut. Sie ist mit ca. 500 Neuerkrankungen
von Kindern in Deutschland pro Jahr die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter und tritt
geh&uft zwischen dem 2. und 5. Lebensjahr auf.

Die pathologischen Ereignisse, die zur Entwicklung einer ALL fiihren, sind noch nicht
vollstandig verstanden. Die Immunphanotypisierung der leukdmischen Lymphoblasten ist
essentiell, um die Erkrankung diagnostizieren zu konnen und reflektiert die Reife des
dominanten Klons. Therapeutische Bedeutung hat dabei vor allem die Differenzierung von T-

Zell- sowie reifen und unreifen B-Zell-Phanotypen*>!**. Die

Durchfuhrung einer
Chromosomenanalyse ist integraler Bestandteil der ALL-Diagnostik. Immer haufiger werden
daruber hinaus hoch spezifische und sensitive Verfahren wie die RT-PCR, Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) und Durchflusszytometrie eingesetzt, um genetische Verénderungen wie
z. B. Fusionstranskripte, Verlust von DNA-Material oder spezifische Chromosomen mit
prognostischer und/oder therapeutischer Relevanz detektieren zu konnen'*31%,

Die klinische Symptomatik resultiert aus der Expansion des malignen Klons, welche eine
progrediente Verdrangung und Insuffizienz des Knochenmarkes, einhergehend mit einer
Anémie, Granulozytopenie und Thrombozytopenie, zur Folge hat. Die klinische Prasentation von
Kindern mit ALL ist sehr variabel. Ungeféahr die Halfte der Patienten préasentiert sich mit Fieber.
Hinzu kommen Mudigkeit, Blasse und Dyspnoe als Folge der bestehenden Anamie. Weiterhin
besteht eine Anfélligkeit fir bakterielle Infekte und eine erhdhte Blutungsneigung im Rahmen
der Thrombozytopenie. Extramedullare leukamische Infiltration kann zudem eine Hepato- und
Splenomegalie oder Lymphadenopathie verursachen. Uber ein Viertel der erkrankten Kinder
klagt tber Knochenschmerzen sowie Arthralgien als Folge der leukdmischen Infiltration des
Periosts, der Knochen und Gelenke oder der Expansion der Knochenmarkhohle durch
leukédmische Blasten. Kinder mit starken Knochenschmerzen kdénnen sich mit unveranderten

Blutbild prasentieren, was die Diagnosefindung erschwert'*.
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Die Beeinflussung der Megakaryozytopoese in Kindern mit ALL zum Zeitpunkt der Diagnose ist
bisher noch nicht ausreichend untersucht worden. Kalmanti et al. konnten feststellen, dass die
Anzahl an Megakaryozyten-Kolonien zum Zeitpunkt der Diagnose signifikant reduziert

ist'®. Eine 1990 durchgefiihrte Studie kam zu demselben Ergebnis. Die Autoren raumten jedoch
ein, dass die niedrigere Anzahl an CFU-MK zum Zeitpunkt der Diagnose auf einen
Verdunnungseffekt mit leukédmischen Zellen zuruckzufiihren sein konnte, da zwei Drittel der
Kinder normale Zahlen an CFU-MK aufwiesen, wenn diese allein auf die nicht-leukamische
Zellen des Knochenmarks bezogen wurden®'’. Die TPO-Werte zeigten sich leicht erhoht 8%,
In der Literatur finden sich bisher keine Untersuchungen zu IPF oder anderen

Thrombozytenparametern.

1.3.3 Kongenitale Thrombozytopenien (KT)

Angeborene  Thrombozytopenien sind seltene Erkrankungen. Aus der heterogenen,
phanotypischen Auspragung der Erkrankungen resultieren Schwierigkeiten bei der
Diagnosestellung, und die tatsdchliche Haufigkeit wird so wahrscheinlich unterschatzt. Obwohl
bereits verschiedene Gendefekte beschrieben wurden, sind die Erkrankungen noch nicht
ausreichend charakterisiert. Mit Hilfe neuer Thrombozytenparameter konnte ihre

Differenzierung und die Diagnosefindung erleichtert werden.

1.3.3.1 Fanconi Anadmie (FA)

Die FA ist eine seltene kongenitale Erkrankung, die mit einer Thrombozytopenie einher gehen
kann. Sie wird autosomal rezessiv, selten auch X-chromosomal rezessiv, vererbt. Bisher konnten
insgesamt 15 Gene identifiziert, welche in FA-Patienten Mutationen aufweisen. FA ist
gekennzeichnet durch ein breites Spektrum an kongenitalen Anomalien, progressives
Knochenmarkversagen (Beginn im Median mit 7 Jahren) und eine Prédisposition fir maligne
Tumoren'®®*2L. Zellen von FA-Patienten zeigen, aufgrund einer chromosomalen Instabilitét, eine
Uberempfindlichkeit gegentiber Interkalanzien wie Mitomycin. Diese Eigenschaft wird fir die
Diagnosestellung mittels Fusionsexperimenten genutzt'??. Die FA ist eine genetisch

uneinheitliche Erkrankung, so dass eine starke Heterogenitat der Ph&notypen beobachtet wird.
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Dadurch wird die Diagnose zunéchst durch die Interpretation klinischer Manifestationen stark
erschwert. Bis zum heutigen Tag konnten 13 Komplementationsgruppen (A-N) identifiziert
werden. Davon ist Gruppe A mit 60% die haufigste’®. Die Gene von 11
Komplementationsgruppen konnten bereits kloniert und dadurch demonstriert werden, dass 10
der Proteine in einem gemeinsamen biochemischen pathway kooperieren, welcher eine
komplexe zellulare Antwort auf DNA-Schéden reguliert. Die Aktivierung des pathways fuhrt zur
Rekrutierung von Proteinen fur die Reparatur der DNA und beeinflusst den Zellzyklus und die
enzymatische Prozessierung der DNA'?. Die mit der FA assoziierte Thrombozytopenie fiihrt
haufig zu Blutungskomplikationen, welche die Lebensqualitat der Patienten stark einschranken
kdnnen. Die Auspragung der Thrombozytopenie korreliert nicht immer mit der Auspragung der
Blutungen, was auf Funktionsdefekte der Thrombozyten zurlickgefihrt wird. Dafur spricht, dass
in FA-Patienten eine dysplastische Megakaryopoese und morphologische Verdnderungen der
Megakaryozyten nachgewiesen werden konnten. Zudem wies eine grofle Anzahl von Patienten
chromosomale Aberrationen auf, welche in Funktionsdefekten der Thrombozyten resultieren
konnten® %312 Holzhauer et al. kamen zu dem Ergebnis, dass die Thrombozyten von FA-
Patienten eine reduzierte Reaktivitat auf physiologische Thrombozytenagonisten zeigen und
aullerdem Kleiner sind als Thrombozyten gesunder Kontrollen. Die IPF%-Werte der FA-

Patienten lagen im Normalbereich, wahrend die IPF#-Werte reduziert waren'?°.

1.3.3.2 Thrombozytopenie-Radiusaplasie Syndrom (TAR-S)

Die erste Beschreibung eines Patienten mit TAR-S erfolgte 1929 durch Greenwald und Sherman.
1969 wurde die Erkrankung von J. Hall als Syndrom zusammengefasst. Sie manifestiert sich
bereits bei Geburt mit einer Thrombozytopenie. Die Radiusknochen sind aplastisch, die Daumen
jedoch vorhanden. Dies ermdglicht eine Differenzierung des TAR- Syndroms von anderen
Erkrankungen mit mdglichen Verdnderungen des Radius, wie der FA, bei der die Daumen immer
fehlen'®®. Neben den Veranderungen des Radius konnen beim TAR-S zusatzliche somatische
Anomalien wie Kleinwuchs, verkirzte oder aplastische Ulnae, aplastische Humeri, sowie
Herzfehler  vorliegen'®.  Zudem leiden viele TAR-S-  Patienten an  einer
Kuhmilchunvertraglichkeit'?"*?®. Die Thrombozytopenie kann zu gastrointestinalen und selten
zu intrazerebralen Blutungen fuhren. 10-20% aller TAR-S-Patienten sind deshalb in den ersten

Lebensjahren auf den Einsatz von Thrombozytentransfusionen (TT) angewiesen?®.
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Die Atiologie der Thrombozytopenie konnte bisher nicht eindeutig geklart werden, genau wie
die erstaunliche Tatsache, dass sich die Thrombozytenwerte mit zunehmendem Alter der
Patienten wieder weitgehend normalisieren konnen. Im Knochenmark von TAR-S-Patienten
finden sich wenige, oft unreife Megakaryozyten, neben einem sonst vollig normalen oder
hyperzellularen Knochenmark. Ein Produktionsdefekt von TPO als Ursache der
Thrombozytopenie konnte ausgeschlossen werden, da im Gen des TPO-Rezeptors c-Mpl keine

Mutationen?%13°

und zudem im Serum von TAR-S-Patienten erhohte Spiegel von biologisch
aktivem TPO gefunden wurden. TAR-S-Patienten zeigten jedoch eine defekte Reaktivitat auf
TPO. Dies spricht dafir, dass ein Defekt im Signaltransduktionsweg des TPO-Rezeptors c-Mpl
in Megakaryozyten fir die defekte Megakaryozytopoese verantwortlich ist**!. Klopocki et al.
konnten zudem eine Mikrodeletion auf Chromosom1g2lin TAR-Patienten identifizieren, welche
zwar nicht als alleiniger Verursacher der Erkrankung in Frage kommt, jedoch eine Rolle
wichtige fir dessen Entstehungspielen konnte’?®. In diesem Jahr konnte ein Defekt im Exon-
Junction-Complex (EJC) als ein weiterer wichtiger ursachlicher Faktor fur das TAR-Syndrom

identifiziert werden®®?.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Thrombozyten sind diskoide, anukledre Fragmente im Blut, welche fur die Blutgerinnung
essentiell sind. Mit der Hilfe spezieller automatisierter Blutzéhlgerdte konnen
Thrombozytenparameter bestimmt werden, die neben einer genaueren Beschreibung der
Morphologie auch Informationen Uber den Reifegrad der Thrombozyten liefern. Die Evaluation
dieser Parameter weist groRes Potential fir die Differenzierung sowie die Diagnose- und
Prognosestellung von verschiedenen Erkrankungen auf. Zudem kdnnen mit ihrer Hilfe wichtige
Erkenntnisse Uber den Zustand von Megakaryozytopoese und Thrombozytopoese unter den
verschiedensten pathologischen Bedingungen gewonnen werden. Da das fur ihre Messung
bendtigte Blut wahrend Routineblutentnahmen gewonnen werden kann, stellen die
Thrombozytenparameter eine einfache und gering-invasive Diagnostik dar. Fur diese Studie
wurden auf der Grundlage der beschriebenen Erkenntnisse folgende Ziele bzw. Fragestellungen

definiert.
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1) Referenzwerte: Bisher stehen keine Referenzwerte der Thrombozytenparameter fiir gesunde

Kinder zur Verfugung. Dies erschwert die Evaluation wund Einordnung der
Thrombozytenparameter in Kindern unter pathologischen Konditionen erheblich. Daher ist das
erste Ziel dieser Arbeit, Referenzwerte flir hamatologisch gesunde Kinder zu etablieren, um die
verléssliche Interpretation der Parameter in verschiedenen pdadiatrischen Patientengruppen zu
garantieren. Weiterhin soll der Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Parameter, sowie die
Beziehung der einzelnen Parameter untereinander in hamatologisch gesunden Kindern

untersucht werden.

2) ldiopathische thrombozytopenische Purpura: Bestimmung sowie Vergleich der Parameter
IPF(%,#), MPV und PDW in alTP-und cITP-Patienten. Lassen sich Unterschiede erkennen?

Beurteilung von IPF im zeitlichen Verlauf. Beantwortung der Frage, ob der IPF-Wert einen
pradiktiven Wert im Bezug auf die Progression der Erkrankung von einer alTP zu einer cITP hat.
Weiterhin soll die Untersuchung des Zusammenhanges von Anzahl und Reife der Thrombozyten

mit der Blutungsneigung erfolgen.

3) Akute lymphatische Leukamie: Uber den Status der Megakaryozytopoese in padiatrischen

ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose ist bisher nur wenig bekannt. Daher sollen auch hier

vor allem die relativen und absoluten IPF-Werte evaluiert werden.

4) Diskriminierung von alTP -und ALL-Patienten: Vergleich der Parameter von alTP-

Patienten und ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose. Beantwortung der Frage, ob mit
Hilfe der Parameter eine Diskriminierung der beiden Gruppen maoglich ist, mit dem Ziel einer
konsekutiven Verbesserung der Diagnosestellung und Vermeidung von

Knochenmarkuntersuchungen in Kindern mit alTP.

5) Relative und Absolute IPF: Ziel ist es herauszufinden inwieweit IPF% und IPF# den Status

der Megakaryozytopoese reflektieren. Hierzu sollen die beiden Parameter in Patientengruppen
mit Thrombozytopenie unterschiedlichster Genese untersucht werden.

Weiterhin soll die Frage beantwortet werden, ob die Parameter einen Beitrag zur Differenzierung
der kongenitalen Thrombozytopenien FA und TAR-S leisten kénnen, um eine friihe und
adadquate Behandlung zu ermdglichen. Diese Erkrankungen konnen aufgrund ihrer
phanotypischen Heterogenitét schwer zu unterscheiden sein.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1  Studiendurchfiihrung und Patienten

Die fur die Studie untersuchten Kinder waren in der Klinik fir Allgemeine Pédiatrie des Otto-
Heubner-Zentrums der Charité, Universitdtsmedizin in Berlin, vorstellig.

Da die zusatzlichen Thrombozytenparameter routineméssig nicht gemessen werden, wurden die
Arzte der entsprechenden Stationen bzw. Ambulanzen gebeten, nach schriftlicher Einwilligung
des Patienten oder der Erziehungsberechtigten, ein zusatzliches EDTA-R6hrchen bei der
Routineblutentnahme mit abzunehmen. Dieses wurde darauffolgend zur Messung der Parameter
an das Zentrallabor flr Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité geschickt. Die
Blutentnahme der ITP-Patienten erfolgte mit Zustimmung der Ethikkomission der Charité in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (EA2/147/07). Die Durchfiihrung der
prospektiven Studie, d. h. die Akquirierung der Blutproben, erfolgte im Zeitraum von Januar
2008 bis April 2010.

Fur die Etablierung der Referenzwerte wurden die Thrombozytenparemeter in 100
hamatologisch  gesunden  Kindern  bestimmt, welche sich aus neurologischen,
endokrinologischen, diatischen oder sozialen Grunden in regelméBiger medizinischer Kontrolle
durch das Sozialpadiatrische Zentrum der Charité befanden. Die Kinder der Kontrollkohorte
waren zwischen 0 und 17 Jahre alt und 41 davon Médchen und 59 Jungen. Bei der Auswahl
wurde auf eine gleichmélige Altersverteilung geachtet. Ausschlusskriterien waren das Vorliegen
von hé&matologischen Erkrankungen, Verénderungen des kleinen Blutbildes sowie akute
Infektionen zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

Weiterhin wurden die Thrombozytenparameter in 87 Patienten mit Thrombozytopenie bestimmt.
Darunter waren 33 ITP-Patienten, 28 ALL-Patienten, 10 FA- und 9 TAR-S-Patienten sowie 7
Patienten mit Myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder Aplastischer Anamie (AA). Ein PLT-
Wert von < 150/nl wurde als thrombozytopen eingestuft.

Die Diagnose der ITP wurde auf der Grundlage der Richtlinien der American Society for
Hematology gestellt (u.a. isolierte Thrombozytopenie, Ausschluss anderer Ursachen fur die
Thrombozytopenie, unaufféllige klinische Untersuchung sowie unauffélliger peripherer
Blutausstrich). Nach dem aktuellen Standard wurden ITP-Patienten, welche innerhalb von 3
Monaten nach Diagnosestellung eine Remission erreichten als akute ITP-Patienten klassifiziert.

Hingegen wurden ITP-Patienten, welche innerhalb eines Jahres in die Remission gingen, als
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persistent und diejenigen, welche langer als 12 Monate thrombozytopen blieben als chronisch
eingestuft™®.

Die Verifizierung der Diagnosen der ALL-Patienten erfolgte nach Evaluation der
Knochenmarkbiopsie ensprechend den aktuellen Standards mittels Knochenmarkaspiration,
Immmunphanotypisierung sowie Zyto- und Molekulargenetik. Auf der Grundlage der FAB-
Klassifikation erfolgte die Einteilung der Patienten in die ALL-Subgruppen L1 (kindlicher Typ:
vorwiegend kleine Blasten) oder L2 (erwachsener-Typ: heterogene Zellpopulation). Weiterhin
erfolgte die Zuordnung zur Standard-Risikogruppe (SR) oder Hoch-Risikogruppe (HR) und die
Auspragung einer eventuellen Hepatosplenomegalie wurde dokumentiert (O = keine; + = 2-3 cm;
++ = 4-6 cm). Zur Beurteilung der Thrombozytopoese wurde zudem die Anzahl der
Megakaryozyten im Ausstrich bestimmt (0 = keine, (+) = 1 pro Objekttréager).

Die Diagnose der FA erfolgte mittels Chromosomenbruchuntersuchungen sowie
Durchflusszytometrie, die des TAR-Syndroms u.a. mit Hilfe von Rodntgenaufnahmen des
Skeletts sowie der hamatologischen Analyse von Blut- und Knochenmarkausstrichen. Weiterhin
wurden in 9 Kindern mit einer reaktiven Thrombozytose (PLT > 500/nl), im Rahmen einer
anderen  Grunderkrankung,  ohne  weitere  hd&matologische  Erkrankungen,  die
Thrombozytenparameter bestimmt. Alle in diese Studie eingeschlossenen Kinder waren
kaukasischer Abstammung. Zur Einsicht der gewonnenen hdmatologischen Befunde wurde das

Programm der ,,Expertviewer* zur Hilfe genommen.

2.1.1 Patientencharakteristika der ITP-Patienten

Fur diese Studie wurden die Thrombozytenparameter in 20 Patienten mit akuter ITP zum
Zeitpunkt der Diagnose (alTP) und in 13 Patienten mit bereits chronifizierter ITP (cITP) (Tabelle
7 und 8, Kapitel 3.3) untersucht. Die Patienten befanden sich in regelmaRiger ambulanter
Betreuung in der Poliklinik fir H&matologie und Onkologie der Klinik fur Allgemeine Padiatrie
des Otto-Heubner-Centrums der Charité. Die Diagnose der ITP wurde auf der Grundlage von
Anamnese, korperlicher Untersuchung, Blutbild und peripherem Blutausstrich gestellt. 8 der
alTP-Patienten waren Méadchen und 12 Jungen. 13 dieser Patienten gingen innerhalb von 12
Monaten in Remission und kénnen somit als akute bzw. persistierende ITP Kklassifiziert werden.
In 7 der Patienten entwickelte sich im Verlauf eine chronische ITP, d.h. die Erkrankung dauerte
uber 1 Jahr an. Das Knochenmark wurde in 2 der alTP-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose

untersucht. Beide Patienten zeigten eine erhdhte Anzahl an Megakaryozyten im Knochenmark,
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jedoch kein Anhalt flr eine Aplasie oder Malignitat. Unter den Patienten mit cITP waren 11
Madchen und 2 Jungen.

Zum Zeitpunkt der Diagnose, vor Blutentnahme und Bestimmung der Thrombozytenparameter
erhielt keiner der alTP-Patienten eine Therapie. Auch die cITP-Patienten erhielten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme keine Therapie. Jedoch hatten 3 der cITP-Patienten im Verlauf

bereits Therapie erhalten.

2.1.2 Patientencharakteristika der ALL-Patienten

Fur diese Arbeit wurden die Thrombozytenparameter von 28 padiatrischen Patienten mit ALL
zum Zeitpunkt der Diagnose gemessen (Tabelle 9, Kapitel 3.4). Ziel war es zum einen, mehr
uber den Status der Megakaryozytopoese der Patienten zu erfahren. Zum anderen ging es darum,
einen Vergleich der Thrombozytenparameter von ALL- und ITP-Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose zu gewadhrleisten, um die Differenzierung der beiden Erkrankungen zu verbessern.

Die Patienten hatten zum Zeitpunkt der Messung noch keine Therapie erhalten. Die Patienten
waren bei Diagnose zwischen 1 und 17 Jahre alt (Median = 4,4 Jahre). Es wurden 9 Médchen
und 19 Jungen eingeschlossen. Die Mehrzahl der Patienten wurde auf der Grundlage der FAB-
Klassifikation der ALL-Subgruppe L1 zugeordnet (kindlicher Typ: vorwiegend kleine Blasten),
sowie der Standardrisikogruppe (SR). Im Knochenmark von 11 Patienten konnten vereinzelt ((+)
= 1 pro Objekttrager) und in dem von weiteren 16 keine Megakaryozyten ( 0 = keine)
nachgewiesen werden. In einem Patienten konnte die Anzahl an Megakaryozyten nicht bestimmt
werden. Bei 16 der Patienten lag eine leichte Hepatosplenomegalie (HSM) von 2-3 cm und bei
zwei Patienten von 4-6 cm vor. Neun der Patienten zeigten keine Hepatosplenomegalie und in

einem Patienten wurde das Ausmass der HSM nicht evaluiert.

2.2  Technik des hamatologischen Analysegerates Sysmex XE-2100

Fir die Messung der in dieser Arbeit untersuchten Thrombozytenparameter wurde das
quantitativ, voll automatisiert und mit Vollblut arbeitende Blutanalysegerdat XE-2100 (Sysmex,
Kobe, Japan) verwendet. Dieses ist in der Lage, die unmittelbaren hamatopoetischen
Vorlduferzellen von Erythrozyten und Thrombozyten zu detektieren. Fir die Messung von IPF
ist es mit einer erweiterten Software ausgestattet (XE IPF Master, Sysmex). Das Gerdt erlaubt

eine schnelle, einfache und prazise Bestimmung der Thrombozytenparameter. Fir alle
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Messungen wirde 0,5 ml vendses, mit EDTA versetztes Blut, verwendet. Alle Messungen
erfolgten innerhalb von 2 h nach Entnahme. Im folgenden werden die zur Bestimmung von PLT

und der IPF zum Einsatz kommenden Techniken des XE-2100 naher beschrieben.

2.2.1 Messung der Thrombozytenzahl und -parameter

Es bestehen vier verschiedene Methoden zur Messung der Thrombozytenzahl. Zunéchst ist es
moglich die PLT mittels Phasenkontrastmikroskopie zu bestimmen. Neuere Methoden
ermoglichen die automatische optische Zahlung mittels Streulicht und Fluoreszenz, Impedanz
und dem Einsatz von Durchflusszytometrie®’. Die manuelle Zahlung der PLT wurde lange Zeit
als der Goldstandard der Thrombozyenz&hlung angesehen. Sie wurde fur die Kalibrierung von,
durch automatisierte Blutz&hlgerate bestimmte, Thrombozytenzahlen und die Gewinnung von
Kontrollmaterial eingesetzt. Die Methode ist jedoch zeitaufwandig und weist einen hohen Grad
an Ungenauigkeit auf’’. Im Vergleich von manueller und automatischer PLT-Bestimmung zeigte
sich, dass die manuelle Zahlung zu signifikant héheren Ergebnissen fur PLT flhrte als die
automatische. Zudem differierten die Ergebnisse der dreifachen Bestimmung der PLT mittels
manueller Zahlung, im Gegensatz zur automatischen Methode, stark voneinander®**. Die
Einfuhrung der automatischen Impedanz-Methode fiihrte zu einer Verbesserung der Prazision
der PLT-Bestimmung.

Fur diese Arbeit wurde die PLT mit dem Blutanalysegerat XE-2100 bestimmt. Dieses ist in der
Lage, die PLT sowohl mittels automatischer Impedanz als auch durch optische Zahlung und dem
Einsatz von Streulicht und Fluoreszenz zu bestimmen. Die Fahigkeit, die PLT mit Hilfe von
zwei voneinander unabhdngigen Methoden zu bestimmen, erlaubt eine prézise Angabe der
Thrombozytenzahlen und die Erstellung einer Thrombozytenverteilungskurve

(Abb. 5)'**. Liegen in einer Probe Mikroerythrozyten, Riesenthrombozyten oder Fragmentozyten
vor, kann die akkurate Messung der PLT im Impedanzkanal (I-PLT) beeintrachtigt sein. Aus
diesem Grund wechselt der XE-2100 bei einer abnormalen Thrombozytenverteilungskurve
(Abb.6) automatisch auf den optischen Thrombozytenwert (O-PLT, Kapitel 2.2.2). Auch bei
einer I-PLT von < 50/nl wird auf den O-PLT-Wert gewechselt, da die optische Bestimmung
besonders bei niedriger PLT verlasslichere Werte liefert. Aufgrund des maoglichen Wechsels
zwischen I-PLT und O-PLT kann auch in Patienten mit Thrombozytopenie eine genauer PLT-
Werte ermittelt werden, was fiir diese Arbeit besonders wichtig ist**®. In Untersuchungen von

thrombozytopenischen Patienten konnte zudem beim Vergleich von I-PLT und O-PLT eine
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einwandfreie Korrelation nachgewiesen werden®. Liegen keine Interferenzen in der

Impedanzmessung vor, wird I-PLT ibernommen.

| PLT

|
— 40fl

Abbildung 5 Normale Thrombozytenverteilungskurve.

| puT

Abbildung 6 Abnorme Thrombozytenverteilungskurve.

Die automatische Z&hlung der Thrombozyten im Impedanzkanal erfolgt im XE-2100 zusammen
mit den Erythrozyten in einem separaten Messkanal nach dem Gleichstrom-Widerstandsprinzip
unter hydrodynamischer Fokussierung. Um die Zellen préazise voneinander zu trennen, werden
automatische Diskriminatoren eingesetzt, so dass auch bei extrem niedrigen sowie extrem hohen
Konzentrationen eine genaue Analyse der Thromboyzten und Erythrozyten gewahrleistet ist. Die
wahrend des Durchtrittes der Zellen durch den Impedanzkanal registrierten elektrischen Impulse
sind proportional der Zellzahl und die jeweilige Amplituden&nderung proportional der ZellgroRe.
Auf diese Weise kann das

MPV der jeweiligen Thrombozytenpopulation bestimmt werden. Aus den im Impedanzkanal
ermittelten  Zellzahlen und Zellvolumina der Thrombozyten wird eine kumulative
Thrombozytenverteilungskurve erstellt, aus der die weiteren Thrombozytenparameter PDW
(Abb. 7), P-LCR (Abb. 8), und P-MFV (Kapitel 1.2.6) bestimmt werden kénnen.
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100%
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Abbildung 7 Platelet deviation width (PDW). Der Wert wird in 20% relativer HOhe der
Thrombozytenverteilungskurve, bei einer Gesamthéhe von 100%, abgelesen und in fl angegeben.

100% 12f
P-LCR
20%
I |
10fl  20fl  30fl

Abbildung 8 Platelet-Large Cell Ratio (P-LCR). P-LCR gibt den Anteil an Thrombozyten bezogen auf die
Gesamtthrombozytenzahl in % an, die ein Volumen zwischen 12fl und dem oberen Diskriminator (oft 20 fl) der
Thrombozytenverteilungskurve aufweisen.

2.2.2 Messung von IPF

Fur die Bestimmung der retikulierten Plattchen stehenentweder Vollblut oder pléattchenreiches
Plasma (PRP) zur Verfiigung™®. Fir die durchflusszytometrische Analyse der RP kann u. a.
Thiazol-Orange (TO) verwendet werden, das bei 488 nm angeregt wird. Es ist in der Lage, die
Thrombozytenmembran ohne weitere VVorbehandlung zu durchdringen und bindet an die RNA
der Thrombozyten. Dabei bewirkt es eine 3000-fache Fluoreszenzsteigerung mit einer hohen
Quantenausbeute’. Problematisch ist, dass TO nicht nur an RNA bindet, sondern auch
Nukleotide, die in den &-Granula enthalten sind. Durch den Einsatz von Thrombin-Rezeptor
Aktivierende Peptid (TRAP), ein nicht-enzymatischer Thrombozytenagonist, der zu einer

Degranulierung fiihrt, kann dieses Problem umgangen werden®.
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Fur diese Arbeit wurden nicht die RP, sondern die IPF bestimmt, da sie im Gegensatz zur RP
schnell, einfach und vor allem standardisiert bestimmt werden kann. Die IPF wurde simultan mit
der O-PLT und den verschiedenen Reifungsstufen der Erythrozyten im optischen Retikulozyten-
Messkanal (RET-Kanal) bestimmt. Ein spezifischer Weichmacher perforiert die Zellmembranen
der Zellen, so dass die Fluoreszenzfarbstoffe Polymethin und Oxacin in die Zellen eindringen
konnen. Diese sind in der Lage an DNA sowie RNA im Inneren der Zellen zu binden. Die Zellen
werden durch eine Durchflusszelle geleitet und ein Halbleiterlaserstrahl auf sie gerichtet. Dabei
wird das Vorwarts-Streulicht des Halbleiterlasers, welches ein Mal3 fur das Volumen der Zellen
ist, von einer Photodiode detektiert. Strukturen im Inneren der Zellen werden durch das laterale
Streulicht erfasst, welches genau wie das von den Zellen abgegebene Fluoreszenzlicht von einer
Fotoverteilerrohre registriert wird. Die Intensitat des emittierten Fluoreszenzlichts korreliert mit
dem DNA- bzw. dem RNA-Gehalt der Zellen. Das registrierte Licht wird von dem Gerét in
elektrische Impulse konvertiert. Die Fraktion der unreifen Thrombozyten weist ein groReres
Volumen und einen héheren Gehalt an RNA auf als die reifen Thrombozyten

(Kapitel 1.2.7). Ein Computeralgorithmus ist in der Lage, anhand eines speziellen gatings die
unreifen und die reifen Thrombozyten aufgrund ihrer differenten Volumina und
Fluoreszenzintensititen voneinander zu trennen. Das Analysegerat berechnet aus den gegebenen
Informationen ein Scattergramm in dem die Zellen, in Abhé&ngigkeit vom Fluoreszenzlicht und
Vorwartsstreulicht, als Punkte dargestellt werden. Die IPF kann in relativen Zahlen bezogen auf
die PLT-Gesamtanzahl (IPF%) sowie in absoluten Zahlen pro Volumen Blut (IPF#/nl)
angegeben werden. Zudem kann innerhalb der IPF zwischen einer High Fluorescent Immature
Platelet Fraction (H-IPF) und Low Fluorescent Immature Platelet Fraction (L-IPF)

unterschieden werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Darstellung der verschiedenen Thrombozyten-Fraktionen (H-IPF und L-IPF) im Scattergramm des
RET-Kanals des XE-2100 (RBC = Red Blood Cells).

2.3  Statistische Analysen

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben, falls nicht anders
gekennzeichnet. Fur den Vergleich der Thrombozytenparameter in mehr als 2 Gruppen wurde
der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei Signifikanz wurde in der Folge ein ungepaarter Mann-
Whitney-Wilcoxon Rank-Test fiir 2 unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Ein p-Wert von <
0,05 bzw. von < 0,01 wurde als signifikant betrachtet (< 0,05 = #; < 0,01 = ##). Fir alle
statistischen Analysen, einschlieBlich der durchgefiihrten linearen Regressionsanalysen, wurde

Prism4 (Graph Pad) fir Windows verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1  Reproduzierbarkeit und Stabilitat der Thrombozytenparameter

Die flr diese Arbeit evaluierten Thrombozytenparameter wurden mit dem automatisierten
Blutanalysegerat XE-2100 gemessen. Um die Reproduzierbarkeit von Messungen zu Uberprufen,
wurden in je einer Probe mit normalen, mit hohen sowie erniedrigten Thrombozytenzahlen PLT
und IPF% mehrfach bestimmt (Anzahl der Messungen pro Probe

n = 15). Anschlielend wurden fir die Messungen jeder Probe der Mittelwert, die
Standardabweichung (SD) und der Variationskoeffizient (CV%) ermittelt. Die
Reproduzierbarkeit der Messungen war gut: Die Variationskoeffizienten fur die Probe mit
normalem PLT-Wert lagen fiur PLT bei 4,1% und fir IPF% bei 3,8%. Die
Variationskoeffizienten der Messungen von PLT und IPF% in den Proben mit erhGhter sowie mit
erniedrigter PLT waren hiermit vergleichbar oder lagen sogar niedriger. D. h. die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war unabhéngig von der Thrombozytenzahl in den Proben
(Tabelle 2).

Tabelle 2. Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von 15 maliger Messung der Parameter PLT und IPF% in 3
verschiedenen Proben mit variierenden Thrombozytenzahlen (SD = Standardabweichung; CV =

Variationskoeffizient).

Blutproben PLT [/nl] SD Ccv IPF [%)] SD CcVv
Mittelwert [%] Mittelwert [%]
(n =15) (n=15)
PLT normal 228 9,4 4,1 2,1 0,1 3,8
PLT erhoht 496 9,2 1,9 2,1 0,1 2,2
PLT erniedrigt 57 2,2 3,8 21,3 0,9 4,0

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die IPF%-Werte, aber auch die MPV-Werte durch
die Lagerung zwischen Abnahme und Messung Schwankungen unterliegen kénnen®*’. Um
Veranderungen der Thrombozytenparameter in den ersten Stunden nach der Abnahme

auszuschliel’en, wurde die Stabilitat der Thrombozytenparameter, aus logistischen Grinden mit
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Ausnahme des P-MFV, in 6 Proben wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur Uber 48 h
ausgewertet. Die Proben 1 bis 4 wiesen eine Thrombozytenzahl im Normalbereich, Probe 5 eine
erhdhte und Probe 6 eine erniedrigte Thrombozytenzahl auf. Die PLT zeigte 2,5 Stunden und
auch 48 Stunden nach Abnahme in keiner der Proben eine statistisch signifikante Veranderung (p
>0,05). Der mittlere CV% aller Proben bei Lagerung tber 48 Stunden betrug 3,9% (Abb. 10,
Tabelle 3).
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Abbildung 10. Stabile Kinetik des PLT-Parameters in 6 verschiedenen Blutproben uber 48 Stunden mit geringer

Variation der Werte (h = Stunden; 0 h = Zeitpunkt der Entnahme; Lagerung bei Raumtemperatur).

Tabelle 3. Nummerische PLT-Werte der 6 Blutproben aus Abb. 10 sowie die Variation in % Uber 48 Stunden (h =

Stunden; 0 h = Zeitpunkt der Entnahme; Lagerung bei Raumtemperatur).

Zeit (h) nach

Entnahme
PLT/nl 0ol 0,5 1,5 2,5 4,5 6,5 7,5 24 48
Probe 1 163| 175 168 165 177 182 170 181 176
Probe 2 287 298 274 284 303 280 306 299 308
Probe 3 183| 184 174 178 187 171 187 194 193
Probe 4 202 205 207 201 211 206 208 205 203
Probe 5 498 | 511 531 471 516 500 481 503 526
Probe 6 31 31 30 34 31 33 33 30 37

Variation %
Probe 1 100(107,4 103,1 101,2 107,3 111,7 104,3 111,0] 108,0
Probe 2 100(103,8 95,5 99,0 106,7 97,6 106,6 104,21 107,3
Probe 3 100(100,5 95,1 97,3 105,1 93,4 102,2 106,0| 105,5
Probe 4 100(101,5 102,5 99,5 105,0 102,0 103,0 101,5| 100,5
Probe 5 100(102,6 106,6 94,6 109,6 100,4 96,6 101,0| 105,6
Probe 6 100(100,0 96,8 109,7 91,2 106,5 106,5 96,8 119,44
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Der CV% der Messungen von IPF% bei Lagerung ber 48 Stunden lag hingegen bei 31%. Die
Werte unterlagen tber die Zeit einer Fluktuation. Innerhalb der ersten 2,5 Stunden zeigten die
Werte der Proben 2, 4, 5 einen signifikanten Abfall (p < 0,05). Nach 48 Stunden konnte in den
Proben 3, 4, 5 und 6 ein signifikanter Anstieg nachgewiesen werden (Probe 3 p < 0,01; Proben 4,
5und 6 p <0,05) (Abb. 11, Tabelle 4).

Zeit (h)

Abbildung 11. Kinetik von IPF% in 6 verschiedenen Blutproben lber 48 Stunden mit Fluktuation der IPF%-Werte
(h = Stunden; 0 h = Zeitpunkt der Entnahme; Lagerung bei Raumtemperatur).

Tabelle 4. Nummerische IPF%-Werte der 6 Blutproben aus Abb. 11 sowie die Variation in % Uber 48 Stunden (h =
Stunden; 0 h = Zeitpunkt der Entnahme; Lagerung bei Raumtemperatur).

Zeit (h)
IPF% 0 0,5 1,5 2,5 4,5 6,5 7,5 24 48
Probe 1 6,2 4,7 4,6 2,6 3,5 4,5 2,2 3,6 5,3
Probe 2 9,6 7,7 7,1 49 7,6 8 5,2 8,1 9,4
Probe 3 8,9 8,4 9,3 6,2 7,9 7,4 4,9 12,1 17,4
Probe 4 3,3 1,8 1,2 1,2 2,7 1,8 3,2 3,1 4
Probe 5 9 7,4 4,9 4,2 7,3 5,4 8,1 7,9 11,4
Probe 6 4,3 4 2,4 2 3,6 2,8 4,7 11,4 5,9

Variation %
Probe 1 100 75,8 74,2 41,9 56,5 72,6 35,5 58,1 85,5
Probe 2 100 80,2 74,0 51,0 79,2 83,3 54,2 84,4 97,9
Probe 3 100 94,4 104,5 69,7 88,8 83,1 55,1 136,0 195,5
Probe 4 100 54,5 36,4 36,4 81,8 54,5 97,0 93,9 121,2
Probe 5 100 82,2 54,4 46,7 81,1 60,0 90,0 87,8 126,7
Probe 6 100 93,0 55,8 46,5 83,7 65,1 109,3 265,1 137,2
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Der mittlere CV% fiir MPV lag bei Lagerung tber 48 Stunden bei 4%. Es zeigte sich eingeringer
Anstieg innerhalb der ersten 2,5 Stunden, der in Probe 2, 3 und 4 statistisch signifikant war (p <
0,05). Nach 48 Stunden war in allen Proben ein Anstieg zu verzeichnen, der in Probe 2, 4 und 5
signifikant war (p < 0,05). Der mittlere CV% fiir PDW bei Lagerung uber 48 Stunden lag bei
7%. Die Werte stiegen innerhalb von 2,5 Stunden in allen Proben leicht an (p > 0,05). Nach 48
Stunden zeigte sich in allen Proben, mit Ausnahme der Probe 3, ein signifikanter Anstieg (Probe
2,4 und 6 p <0,01; Probe 1 und 5 p <0,05). Der mittlere CV% fiir P-LCR bei Lagerung tber 48
h lag bei 11%. Wéhrend der ersten 2,5 Stunden zeigten alle Proben einen Anstieg der Werte,
welcher in Probe 2, 3, 4 und 6 signifikant war (Probe 2 p < 0,01; Probe 3, 4 und 6 p < 0,05).
Nach 48 Stunden war in Probe 1, 2, 4 und 5 ein signifikanter Anstieg der Werte zu verzeichnen
(Probe 2 und 4 p < 0,01; Probe 1 und 5 p < 0,05). Der mittlere CV% bei Lagerung Uber 48
Stunden fur PCT lag bei 8%. Es zeigten sich keine signifikanten Verédnderungen wahrend der
ersten 2,5 Stunden (p > 0,05). Nach 48 Stunden zeigten die Proben 1,4 und 6 einen signifikanten
Anstieg (p < 0,05).

Die Ergebnisse legen nahe, dass es zu Alterationen der neuen Thrombozytenparameter, im
besonderen der IPF, bereits durch wenige Stunden Lagerung bei Raumtemperatur nach
Entnahme kommen kann. Die nach Lagerung bei Raumtemperatur gemessenen Werte kénnen
sich signifikant von den direkt nach Entnahme bestimmten Werten unterscheiden. Daher wurden
flr diese Studie nur Blutproben eingeschlossen, die in den ersten zwei Stunden nach Entnahme
gemessen wurden. Aus logistischen Griinden konnten die Parameter nicht immer direkt nach

Entnahme gemessen werden und der Zeitraum nicht noch enger gefasst werden.

3.2  Thrombozytenparameter in hamatologisch gesunden Kindern

Bisher gibt es nur wenige Studien zu Thrombozytenparametern in Kindern und keine
Referenzwerte filr hamatologisch gesunde Kinder®®®. Da die Hamatopoese von einem 4 jahrigen
Jungen und einem Madchen in der Pubertdat Unterschiede aufweisen konnte, erscheint die
Untersuchung der Parameter in verschiedenen Altersgruppen hamatologisch gesunder Kinder
sinnvoll. Die Etablierung von Referenzwerten bei h&matologisch gesunden Kindern und
Jugendlichen erlaubt zudem erst die Interpretation der Thrombozytenparameter bei Patienten mit
Erkrankungen des hdmatologischen Systems. Daher wurden die Thrombozytenparemeter MPV,
PDW, PCT, IPF% und IPF# zun&chst in 100 hdmatologisch gesunden Kindern bestimmt. P-LCR
und P-MFV standen aus technischen Griinden nur in 53 bzw. 52 Kindern zur Verfugung.
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Tabelle 5 gibt die wesentlichen beschreibenden Statistiken des h&matologisch gesunden

Kontrollkollektivs wider, sowie Referenzwerte flir Erwachsene der Literatur

Tabelle 5.

Referenzwerte der Thrombozytenparameter bei

Standardabweichung; N = Anzahl; w = weiblich; m = mannlich).

57,138

hédmatologisch gesunden Kindern (SD

Thrombozyten- N Mittelwert/ SD; | Spannweite Referenzwerte fur
parameter Median Erwachsene
PLT (/nl) 100 279 + 51, 286 158-393 150-400
MPV (fl) 100 | 10,3+0,7;10,2 8,7-11,9 m9.,3-12,1; w9,1-11,9
[Pekelharing 2009]
PDW (fl) 100 | 12.3+1.4;12,2 9,6-15,7 m 10,1-16,1; w 9,9-15,4
[Pekelharing 2009]
PCT (%) 100 | 0,29 +£0,05;0,29 | 0,16-0,40 m 0,17-0,32; w 0,18-0,39
[Pekelharing 2009]
P-LCR (%) 53| 27,3%6,5;26,9 15,741 m 18,5-42,3; w 17,5-42,3
[Pekelharing 2009]
P-MFV (/nl) 52 8,8 + 0,56; 8,8 7,5-10 7,4-13,4
[Pekelharing, 2009]
IPF (%) 100 2,7+13;23 0,7-5,7 1,1-6,1
[Briggs, 2004]
IPF# (/nl) 100 7,2+3,4;6.6 2,2-16,6 /
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Die ermittelten Referenzwerte sind vergleichbar mit den bereits in der Literatur vertéffentlichten
Werten fiir gesunde Erwachsene™®. Daher lasst sich vermuten, dass die Thrombozytopoese in
Erwachsenen und Kindern, mit Ausnahme von sehr jungen Kindern (siehe unten) keine gréfieren
Unterschiede aufweist.

In einer Studie, in die 2135 Kinder zwischen 4 und 19 Jahren eingeschlossen wurden, konnte
gezeigt werden, dass Madchen hohere Thrombozytenzahlen aufweisen als Jungen* Auch bei
gesunden  weiblichen  Neugeborenen und erwachsenen Frauen konnten hdhere
Thrombozytenzahlen als bei Mannern nachgewiesen werden®. Méglicherweise deutet dies auf
den Einfluss von Hormonen hin, insbesondere auf Kompensationsmechanismen im
Zusammenhang mit mentrualem Blutfluss’.

Fur die in dieser Studie untersuchten hamatologisch gesunden Kinder konnte hingegen keine
Abhangigkeit der untersuchten Thrombozytenparameter vom Geschlecht festgestellt werden
(Ergebnisse exemplarisch fur IPF% und PLT: Abb. 12 A und B; Tabelle 6). Die fur diese Studie
definierten Referenzwerte konnen demnach gleichsam fir Madchen und Jungen angewandt

werden.
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Abbildung 12. A und B. IPF% und PLT zeigen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich von hdmatologisch
gesunden Méadchen (n = 41) und Jungen (n = 59).
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Tabelle 6. Referenzwerte der Thrombozytenparameter bei hdmatologisch gesunden Madchen und Jungen (N =

Anzahl; SD = Standardabweichung; n.s. = nicht signifikant).

N Mittelwert/ | Spann- N Mittelwert/ | Spann- | Mann-
Madchen | SD Median | weite | Jungen | SD Median | weite | Whitney
Test
PLT 41 283,9+53,3 | 187- 59 275,8+49,8 | 158- n.s.
284 393 287 386
(/nl)
MPV 41 10,41+0,66 8,7- 59 10,31+0,75 8,8- n.s.
10,2 11,6 10,3 11,9
(f1)
PDW 41 12,32+1,31 9,6- 59 12,33+1,39 | 10,0- n.s.
11,9 15,5 12,2 15,7
(f1)
PCT 41 0,29+0,05 0,21- 59 0,2+0,05 0,16- n.s.
0,29 0,4 0,29 0,39
(%)
P-LCR 21 26,98+4,86 | 16,0- 32 27,4+7,35 15,7- n.s.
26,3 38,4 28,3 41,0
(%)
P-MFV 19 8,7¢0,45 | 8,0-9,7 33 8,8+0,62 7,5- n.s.
8,6 8,8 10,0
(/nl)
IPF 41 2,35¢1,17 | 0,7-5,1 59 2,85+1,39 | 0,7-5,7 n.s.
2,2 2,5
(%)
IPF# 41 6,4+2,56 2,3- 59 7,7£3,76 2,2- n.s.
6,3 12,6 7,0 16,6
(/nl)
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Fur einen Teil der Thrombozytenparameter ist bekannt, dass sie vom Alter abhéngig sind. Fur
PLT und PCT konnte in Kindern eine statistisch signifikante negative Korrelation und fir MPV
und PDW eine positive Korrelation mit dem Alter nachgewiesen werden*"*2. Madchen wiesen
zudem einen Anstieg von PCT wahrend der Pubertat auf*'.

In der flr diese Studie untersuchten Kontrollkohorte fielen, in der Gruppe der Madchen, mit
zunehmendem Alter die PLT und der PCT ab (p < 0,05), wéhrend die Jungen keine Veranderung
der beiden Parameter mit dem Alter zeigten (p > 0,05). Im Gegensatz stiegen die Parameter
MPV, PDW und P-LCR mit zunehmendem Alter in beiden Gruppen an (Médchen p < 0,01;
Jungen p < 0,05). Das P-MFV zeigte nur in der Gruppe der Jungen einen Anstieg mit dem Alter
(p <0,01). IPF% und IPF# waren in beiden Gruppen unabhé&ngig vom Alter.

Da in Neugeborenen eine gesteigerte Thrombozytopoese nachgewiesen werden konnte, wurden
zusétzlich die IPF%-Werte der Kinder < 4 Jahren mit denen der Kinder zwischen 5-17 Jahren
verglichen (Abb. 13)**. Es ergaben sich fiir die Kinder im Alter < 4 Jahren statistisch signifikant
hohere IPF%-Werte im Vergleich mit den Kindern im Alter zwischen 5-17 Jahren (p < 0,05).

Dies konnte auf eine verstarkte Stimulation der Thrombozytopoese in den ersten Lebensjahren

hinweisen.
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Abbildung 13. Erhdhte IPF%-Werte in hdmatologisch gesunden Kindern < 4 Jahren im Vergleich mit Kindern > 4
Jahren weisen auf eine Steigerung der Thrombozytopoese hin.

Zusammenfassend ist fir die Anwendung und Interpretation, zumindest eines Teils der
Thrombozytenparameter, die Beriicksichtigung des Alters von Bedeutung ist.

In Studien, welche die Beziehung von PLT und MPV in Kindern untersuchten, konnte bereits
gezeigt werden, dass zwischen PLT und MPV eine inverse Korrelation besteht**2. Auch PLT
und IPF weisen eine inverse Beziehung auf. Hierfur wird die Reifung der Thrombozyten und der

damit verbundene Abbau an intrazellularer RNA verantwortlich gemacht®”.
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Dieses Verhéltnis von PLT zur IPF% zeigte sich auch in der fir diese Studie untersuchten
Kontrollkohorte. In Probanden mit niedrigen PLT-Werten wurden héhere IPF%-Werte gefunden
und vice versa (p < 0,01). Die Parameter MPV, P-LCR und P-MFV beschreiben ebenfalls die
GroRe der Thrombozyten und die PDW die Verteilungsbreite der ThrombozytengroRe. Die
genannten Parameter korrelierten direkt mit der IPF% (p < 0,01). Fir sie konnte auch eine
inverse Beziehung mit der PLT demonstriert werden (MPV und PDW p < 0,01; P-LCR und P-
MFV: p < 0,05). PLT und PCT zeigten hingegen eine direkte Korrelation (p < 0,01). PCT ist als
das Produkt von PLT und MPV definiert. Die gegenldufigen Veranderungen von MPV bei
Anstieg oder Abfall der PLT scheinen zu gering, um den PCT zu beeinflussen. PLT und IPF#
sowie IPF% und PCT zeigten keine Korrelation (p > 0,05).

3.3  Thrombozytenparameter der ITP-Patienten

Zunéchst wurden die Thrombozytenparameter PLT, IPF%, IPF#, MPV und PDW von ITP-
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose und ITP-Patienten im chronischen Stadium miteinander
verglichen. Das Ziel hierbei war, das Potential der Parameter zur Differenzierung der beiden
Krankheitsstadien zu evaluieren.

Die Mehrzahl der alTP-Patienten zeigte zum Zeitpunkt der Diagnose eine schwere
Thrombozytopenie (PLT = 10,4 + 8/nl; Median 6/nl). Die Thrombozytenzahlen der cITP-
Patienten lagen im Vergleich héher (PLT = 35,5 £ 30,8/nl; Median 29/nl; p < 0,05; Abb. 14).
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Abbildung 14. Boxplot-Analyse der PLT-Werte bei alTP-und cITP-Patienten. PLT ermdglicht eine
Diskriminierung von alTP-und cITP-Patienten.
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Wie erwartet wurden fiir beide Gruppen signifikant hohere 1IPF%-Werte im Vergleich mit der
Kontrollgruppe gemessen (p < 0,01). Die IPF%-Werte der alTP- und clITP-Patienten
unterschieden sich hingegen nicht (22,7 £ 9,5%; Median 25,2% in alTP- versus 25,4 + 18,7%;
Median 15,5% in cITP-Patienten; p > 0,05). Die IPF%-Werte der cITP-Patienten wiesen jedoch
eine groRere Spannweite auf als die der alTP-Patienten (4,8 - 64,7% fir cITP- versus 7,4 - 38,3%
far alTP- Patienten; Abb. 15 A). Die IPF#-Werte der alTP-Patienten sowie der clITP-Patienten
waren signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe (p < 0,01). Zudem ergab die statistische
Analyse signifikant héhere IPF#-Werte fur die Gruppe der cITP-Patienten im Vergleich zu
denen der alTP-Patienten (1,7 £ 1/nl; Medianl,5/nl in alTP- versus 4,1 £ 2,7/nl; Median 3,4/nl in
clTP-Patienten; p < 0,01; Abb. 15 B).
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Abbildung 15. Boxplot-Analyse der IPF%- und IPF#-Werte bei alTP-und clITP-Patienten. A) Erhohte IPF%-
Werte in a-ITP und cITP-Patienten implizieren eine erhéhte Thrombozytenproduktion bei allen ITP-Patienten. IPF%
erlaubt keine Diskriminierung zwischen alTP- und clITP-Patienten. B) IPF# ist bei cITP-Patienten signifikant hoher
als bei al TP-Patienten.

Neben IPF% waren auch das MPV und die PDW der ITP-Patienten (alTP n=7; cITP n=5) im
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe erhoht, d.h. die erhdhten IPF%-Werte korrelierten
mit einer Zunahme des Thrombozytenvolumens (MPV p < 0,01; PDW p < 0,05; Abb. 16). Im
Vergleich von alTP- und cITP-Patienten zeigten die cITP-Patienten hohere Werte fur MPV und
PDW (p < 0,05). Aufgrund der stark erniedrigten PLT-Werte, konnten das MPV und die PDW
im Vergleich zur IPF aus technischen Grinden nur in 12 der ITP-Patienten bestimmt werden.
Tabellen 7 und 8 fassen die Patientencharakteristika der alTP und cITP-Patienten noch einmal

Zzusammen.
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Abbildung 16. Boxplot-Analyse der MPV- und PDW-Werte bei alTP-und clTP-Patienten. A) MPV diskriminiert
zwischen ITP-Patienten und gesunden Kontrollen. B) PDW diskriminiert bedingt zwischen ITP-Patienten und
gesunden Kontrollen.

Tabelle 7. Patientencharakteristika der al TP-Patienten (n. b. = nicht bestimmt; WBC = White Blood Cell Count; Hb
= Hamoglobin; w = weiblich; m = ménnlich; MK’s = Megakaryozyten; *Knochenmarkuntersuchung aufgrund einer
Splenomegalie; **Alter bei Messung).

Patienten- | Geschlecht | Alter PLT IPF% IPF# MK's

nummer gk /nl
1 m 12,3 22 14,2 3,1 n.b.
2% m 6,0 3 35,3 1,0 Anzahl erhoht
3 m 10,7 5 24,6 1,2 n.b.
4 m 4,4 5 25,8 1,3 n.b.
5 m 4,3 22 7,4 1,6 n.b.
6 m 8,0 6 27,1 1,6 n.b.
7* w 13,6 3 27,5 0,8 Anzahl erhoht
8 m 8,8 11 13,4 1,5 n.b.
9 w 2,4 17 18,2 3,1 n.b.
10 w 2,1 6 27,2 1,6 n.b.
11 m 10,7 2 37,0 0,7 n.b.
12 w 12,7 9 9,3 0,8 n.b.
13 m 16,4 41 9,1 3,7 n.b.
14 m 1,1 22 15,6 3,4 n.b.
15 w 16,4 2 27,6 0,6 n.b.
16 w 14,4 14 15,2 2,1 n.b.
17 m 14,8 3 29,5 0,8 n.b.
18 w 3,9 7 31,8 2,2 n.b.
19 m 1,7 5 38,3 1,9 n.b.
20 w 9,2 22 15,6 3,4 n.b.
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Tabelle 8. Patientencharakteristika der cITP-Patienten (n. b. = nicht bestimmt; WBC = White Blood Cell Count; Hb
= Hamoglobin; w = weiblich; m = méannlich; MK’s = Megakaryozyten; ** Alter bei Messung).

Patienten- | Geschlecht Alter PLT/nl IPF% IPF# MK's

nummer
1 w 17,6 2 15,2 0,3 n.b.
2 w 7 29 7,3 2,1 n.b.
3 w 9,8 35 15,5 5,4 n.b.
4 m 13,7 34 14,6 4,7 n.b.
5 w 10 11 16,5 1,8 n.b.
6 w 17 80 9,2 7,4 n.b.
7 w 12,3 29 28,2 8,2 n.b.
8 w 13,8 2 64,7 1,3 n.b.
9 w 18 6 50,8 3 n.b.
10 w 6,8 79 46 36,3 n.b.
11 w 7 7 45,7 3,2 n.b
12 w 12 72 11,2 8,1 n.b
13 m 9+3 75 4,8 4,8 n.b.

3.3.1 Verlaufe

In einem nédchsten Schritt wurden die IPF%-Werte der Patienten mit akuter und chronischer ITP
im zeitlichen Verlauf verglichen, mit dem Ziel, den pradiktiven Wert des Parameters im Bezug
auf die Progression der Erkrankung von einer alTP zu einer cITP zu evaluieren. Da die meisten
Patienten nicht dazu bereit waren, sich mehrmals im Verlauf Blut abnehmen zu lassen, konnten
nur beispielhaft Daten im zeitlichen Verlauf gewonnen werden.

Fur vier Patienten mit akuter ITP und vier Patienten mit chronischer ITP standen IPF%-Werte im
Verlauf Uber einen langeren Zeitraum, zur Verfiugung. Die IPF%-Werte in der Gruppe mit akuter
ITP zeigten zum Zeitpunkt der Diagnose einen starken Anstieg und fielen innerhalb der ersten 50
Tage nach Diagnosestellung wieder in den Normalbereich ab. Gleichzeitig stiegen die PLT-
Werte wieder auf ein normales Niveau und die Patienten erreichten eine Remission. Drei dieser
vier Patienten erhielten Immunglobuline kurz nach Diagnosestellung.

Die IPF%-Werte der chronischen ITP-Patienten zeigten im Gegensatz zu den Patienten mit
akutem Verlauf keinen Abfall in den Normalbereich, sondern waren kontinuierlich erhoht

(> 9%). Dementsprechend zeigten die Patienten eine anhaltende, schwere Thrombozytopenie mit
stark erniedrigten PLT-Werten (Abb. 17 und 18). Zwei der Patienten wurden im Verlauf mit

Immunglobulinen behandelt, sprachen darauf jedoch nicht an.
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Abbildung 17 IPF%-Werte der ITP-Patienten im Verlauf. A) IPF%-Werte von 4 Patienten mit alTP und 4
Patienten mit cITP. 0 = Tag der Diagnose; schwarze Symbole = Patienten mit akutem Verlauf; hellgraue Symbole =
Patienten mit chronischem Verlauf.
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Abbildung 18 PLT-Werte der ITP-Patienten im Verlauf. PLT-Werte von 4 Patienten mit alTP und 4 Patienten
mit cITP. 0 = Tag der Diagnose; schwarze Symbole = ITP-Patienten mit akutem Verlauf; hellgraue Symbole = ITP-
Patienten mit chronischem Verlauf.
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3.3.2 Beziehung von PLT und IPF zur Blutungsneigung

Die Blutungsneigung von Patienten mit ITP addquat einschatzen zu kénnen, ist essentiell fir den
richtigen, angemessenen Einsatz von Therapien und die Lebensqualitdt des Kindes. Flr diese
Studie wurde untersucht, inwieweit die IPF, neben der PLT-Zahl, in der Einschédtzung der
Blutungsneigung hilfreich sein kann. Die Blutungsneigung der ITP-Patienten zum Zeitpunkt der
Messung der Thrombozytenparameter wurde anhand eines etablierten Blutungsscore (Buchanan
et al.; The Journal of Pediatrics, 2002) bestimmt**2.

Die IPF%- sowie PLT- und IPF#-Werte konnten in insgesamt 16 ITP-Patienten wahrend des
akuten Verlaufes und in 7 mit bereits chronischen Verlauf mit der Blutungsneigung am Tag der
Messung korreliert werden.

Zu Beginn der Erkrankung, wahrend des akuten Verlaufes, zeigte sich eine inverse Beziehung
von PLT und der Blutungsneigung (r = -0,69; p = 0,0031). In Patienten mit chronischem Verlauf
korrelierte die PLT nicht mit der Blutungsneigung (r = -0,3148; p = 0,4976). Die IPF%-Werte
der akuten ITP-Patienten zeigten interessanterweise einen Anstieg mit der Blutungsneigung (r =
0,7485; p = 0,0009), wohingegen sich in den Patienten mit chronischem Verlauf keine
Korrelation zeigte (r = 0,5819; p 0,1667). Fur die IPF#-Werte konnte in keiner der Gruppen eine
signifikante Korrelation mit der Blutungsneigung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse

konnten, auf ein unterschiedliches Blutungsverhalten von alTP- und cITP-Patienten hindeuten.
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3.4  Thrombozytenparameter der ALL-Patienten im Vergleich

Die Mehrheit der ALL-Patienten zeigte zum Zeitpunkt der Diagnose eine mittelgradige
Thrombozytopenie, als Zeichen der Verdrangung der Megakaryozytopoese durch leukdmische
Blasten (45,4 = 30,9/nl; Median 37,5/nl). Die Thrombozytenzahlen lagen signifikant hoher, als
die der al TP-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose (p < 0,01; Abb. 19).
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Abbildung 19. Boxplot-Analyse der PLT-Werte bei ALL- und alTP-Patienten. A) ALL-Patienten weisen zum
Zeitpunkt der Diagnose durchschnittlich hthere PLT-Werte auf als al TP-Patienten.

Da die Frequenz der Megakaryozyten im Knochenmark der ALL-Patienten im Rahmen der
Suppression der Megakaryopoese niedrig war (siehe unten, Tabelle 9) erwarteten wir normale
IPF%-Werte. Erstaunlicherweise waren diese im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant
erhoht (12,1 + 9,4%; Median 9,1%; p < 0,01). Dies legt nahe, dass die Thrombozytopoese
wahrend der Entwicklungsphase einer ALL, trotz geringer Megakaryozytenzahlen im
Knochenmark, stimuliert wird. Die IPF%-Werte der ALL-Patienten lagen jedoch nicht hoher, als
die der al TP-Patienten (p < 0,01; Abb. 20).
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Abbildung 20.Boxplot-Analyse der IPF%-Werte bei ALL-und alTP-Patienten. Erhdhte IPF%-Werte in ALL-
Patienten weisen auf eine Stimulation der Thrombozytopoese hin. IPF% erlaubt keine Diskriminierung zwischen
ALL- und alTP-Patienten.

Um den Zusammenhang zwischen den erhohten IPF%-Werten der ALL-Patienten und die
Maoglichkeit von extramedullarer Blutbildung néher zu untersuchen, wurden die IPF%-Werte mit
dem Grad der Hepatosplenomegalie korreliert. Hierbei konnte keine Abhéngigkeit nachgewiesen
werden (p > 0,05). Obwohl die Thrombozytenzahlen in den ALL-Patienten weniger stark
reduziert waren, als in den alTP-Patienten, waren die IPF#-Werte im Vergleich zu denen der
gesunden Kontrollen signifikant erniedrigt (p < 0,01; Abb. 21 A). Die Werte der beiden Gruppen
zeigten jedoch eine weite Uberlappung. Weiterhin erlaubte IPF# eine Diskriminierung von ALL-
und alTP-Patienten. Die IPF#-Werte der ALL-Patienten waren signifikant hoher, als die der
alTP-Patienten (4,1 £ 3,5/nl; Median 3,2/nl in ALL-Patienten versus 1,7 £ 1,0/nl; Median 1,6/nl
in alTP-Patienten; p < 0,01; Abb. 21 A). Ein Cutoff-Wert von < 2.361 fur IPF# ergab eine
Sensitivitdt von 80% und eine Spezifitdt von 71,4% fiur die Differenzierung der beiden

Erkrankungen zum Zeitpunkt der Diagnose (Abb. 21 B).
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Abbildung 21. Boxplot-Analyse von IPF# bei ALL- und alTP-Patienten. A) ALL-Patienten weisen héhere IPF#-
Werte auf als al TP-Patienten. Der Parameter ermdglicht die Diskriminierung der beiden Gruppen zum Zeitpunkt der
Diagnose. B) Sensitivitat und Spezifitat fur IPF# zur Differenzierung von ALL-und alTP-Patienten zum Zeitpunkt
der Diagnose.

MPV und PDW waren keine Hilfe bei der Diskriminierung von ALL-und alTP-Patienten (p >
0,05). Jedoch waren beide Parameter in den ALL-Patienten im Vergleich mit den gesunden
Kontrollen signifikant erniedrigt (p < 0,01; Abb. 22).
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Abbildung 22. Boxplot-Analyse von MPV und PDW bei ALL- und alTP-Patienten sowie gesunden Kontrollen. A)
MPV ermdglicht die Differenzierung der ALL-Patienten von den gesunden Kontrollen, nicht jedoch von den alTP-
Patienten. B) PDW ermdglicht die Differenzierung der ALL-Patienten von den gesunden Kontrollen, nicht jedoch
von den al TP-Patienten.

Tabelle 9 fasst die wichtigsten Patientencharakteristika und klinischen Parameter der ALL-

Patienten noch einmal zusammen.
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Tabelle 9. Patientencharakteristika sowie klinische Parameter der ALL-Patienten. WBC = White Blood Cell Count;
Hb = Hamoglobin; MK’s = Megakaryozyten: 0 keine, (+): 1 pro Objekttrager (Ausstrich); BM FAB =
Knochenmark gemaR FAB-Klassifikation; HSM = Hepatosplenomegalie (0 = keine; + = 2-3 cm; ++ = 4-6 cm); RG
= Risikogruppe; SR = Standard-Risikogruppe, HR = Hoch-Risikogruppe; n.b.= nicht bestimmt. w = weiblich; m =
mannlich. * bei Diagnosestellung.

Patienten | Geschlecht | Alter* | WBC | Hb | PLT | IPF | IPF# | MK's BM HS | RG
-nummer (Jahre) [mg | [/nl] [%] [/nl] FAB M
1 w 13,3 109 /E?I?] 54 33 18 (+) L1 + SR
2 m 8,8 4,6 4,8 14 33,1 4,6 0 L1 0 SR
3 m 4,7 7 3,1 5 19,7 0,9 0 L1 + SR
4 m 15,7 25,6 7 26 31,1 8,1 0 L1 ++ SR
5 m 17,6 6,2 | 105 | 52 18,6 9,7 0 L1 + SR
6 m 8,5 39 (104 | 21 10,5 2,2 0 L1 0 SR
7 w 4,2 249 | 6,8 19 8,8 1,7 0 L1 + SR
8 m 4,4 634 | 4,6 39 8 3,1 0 L1 + SR
9 m 6,3 27,2 | 85 52 6,4 3,3 0 L1 + SR
10 m 3,7 62,2 | 9,9 52 8 4,1 0 L1/L2 | ++ HR
11 w 41 14 8,4 84 3,5 2,9 (+) L1/L2 + SR
12 m 3,8 194 | 7.8 56 9,3 52 n.b. L1 n.b. SR
13 m 1,7 55 4,9 41 8,2 34 (+) L1 + SR
14 w 4,0 13,3 | 6,7 21 18,6 3,9 0 L1 + SR
15 m 9,0 2,7 7,8 66 5 3,3 (+) L1 0 SR
16 w 1,4 122 7,1 16 12,3 1,9 (+) L1 + SR
17 m 8,2 8,44 | 8,6 123 2,3 2,8 (+) L1 0 HR
18 w 4,2 18.7 | 35 6 20,3 1,2 0 L1 + SR
19 w 11,2 125 | 79 | 30 2,9 08 0 L1 + SR
20 m 11,0 6,1 10 36 22 7,9 (+) L1/L2 0 SR
21 m 3,6 88 |113] 108 | 2,7 2,9 ) L1 + SR
22 m 2,6 37 7,5 96 2,4 2,4 0 L1/L2 + SR
23 m 2,7 86 6,2 32 11,3 3,6 (+) L1/L2 0 SR
24 w 15,2 8,8 6,9 34 20,2 6,8 0 L1 + SR
25 m 15,6 49 | 66 | 26 2,9 0,7 0 L1 0 SR
26 m 13,5 6,2 8,1 70 6,1 4,2 (+) L1 0 SR
27 m 2,7 19 |94 | 78 33 2,5 ) L2 0 SR
28 w 33 57 94 15 9,3 1.3 0 L1 + HR
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35 Relative und absolute Immature Platelet fraction

Um die Frage zu beantworten, ob IPF% den Status der Thrombozytopoese reflektiert, wurden
zum einen zusétzlich Daten von Patienten mit FA (n = 10) und TAR-S (n = 9) erhoben, die an
einer kongenitalen Thrombozytopenie leiden, zum anderen von Patienten mit
Myelodysplastischen Syndrom (MDS) (n = 4) und schwerer aplastischer Andamie (SAA) (n = 3).
Bei ihnen liegt wie bei den ALL-Patienten eine erworbene Thrombozytopenie mit einer
erheblichen Stérung der Megakaryozytopoese vor. Da MDS- und AA-Patienten niedrige 1IPF%-
Werte im Normalbereich, aufwiesen, welche den Defekt der Thrombozytopoese widerspiegeln,
scheint IPF% tatséchlich den Status der Thrombozytopoese zu reflektieren (Abb. 23 A).

IPF# war in allen Patientengruppen signifikant niedriger als in der Gruppe der Kontrollen (p <
0,01). Wie bereits in Kapitel 3.4dargestellt kann der Parameter zur Differenzierung von alTP-

und ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose dienen (Abb. 23 B)
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Abbildung 23. A) Ein niedriger IPF%-Wert spiegelt einen Defekt der Thrombozytenbildung wider. B) IPF# ist
hilfreich flr die Differenzierung von alTP- und ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose.

3.5.1 Kongenitale Thrombozytopenien

In einem néchsten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, ob einer der
Thrombozytenparameter einen Beitrag zur Differenzierung der kongenitalen Thrombozytopenien
bei FA und TAR-S leisten kann, um eine friihe und adéquate Behandlung zu ermdglichen. Neben
diesen Patienten konnten die Parameter zusétzlich bei zwei Patienten mit Wiskott-Aldrich-
Syndrom (WAS) gemessen werden. Das WAS st eine seltene Thrombozytopenie, die durch

kleine Thrombozyten, einen Immundefekt mit rekurrierenden Infektionen und Ekzeme
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charakterisiert ist. Zudem besteht ein erhéhtes Risiko fiir Autoimmunerkrankungen und maligne
Tumoren®. Die Mehrheit der FA-Patienten zeigte eine mittelgradige Thrombozytopenie mit
einer PLT von 37,5 £ 13,7/nl (Median: 35,5/nl; Spannweite: 12-64/nl). Die PLT-Werte der TAR-
S-Patienten lagen im Vergleich mit 79,3 £ 38,8/nl (Median: 87/nl; Spannweite: 26-140/nl) héher
(p < 0,01;Abb. 24). In drei TAR-S-Patienten lag der PLT-Wert Gber 100/nl. Jedoch war ein

hoherer PLT-Wert nicht automatisch mit héherem Alter assoziiert.
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Abbildung 24. PLT-Werte bei FA- und TAR-Patienten. PLT ermdglicht die Differenzierung zwischen FA-und
TAR-S-Patienten.

Die IPF%-Werte der FA-Patienten lagen tberraschenderweise mit 7,0 + 2,5%, genau wie die der
TAR-S-Patienten mit 5,5 £ 3,6%, deutlich héher als in der Kontrollgruppe (p < 0,01). Der Wert
war jedoch nicht hilfreich zur Differenzierung von FA- und TAR-S-Patienten (p > 0,05; Abb. 25
A). Die IPF%-Werte der beiden WAS-Patienten lagen im Normalbereich und waren somit
signifikant niedriger als jene der FA-oder TAR-S-Patienten. Da die Parameter jedoch nur in zwei
WAS-Patienten zur Verfugung standen, bedarf es Messungen von einer grofieren Patientenzahl,
um mit Sicherheit sagen zu kénnen, ob IPF% zur Differenzierung der Erkrankungen hilfreich
sein konnte.

IPF# war in den FA-Patienten (2,3 £ 0,8/nl) sowie in den TAR-S-Patienten (3,6 + 1,9/nl)
signifikant reduziert (p < 0,01; Abb. 25 B).
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Abbildung 25. Boxplotanalyse der IPF%-Werte bei FA, TAR-S und WAS-Patienten. A) IPF% ist hilfreich um FA-
und TAR-S-Patienten von gesunden Kontrollen und WAS-Patienten zu differenzieren. Der Wert ist nicht
aussagekraftig, um FA-und TAR-S-Patienten voneinander zu differenzieren. B) Die IPF#-Werte waren in allen drei

Patientengruppen (FA, TAR-S und WAS) im Vergleich mit den gesunden Kontrollen reduziert.

3.5.2 Thrombozytenparameter in Patienten mit Reaktiver Thrombozytose (RT)

Eine RT ist ein h&ufiger Befund bei Kindern mit Infektionen und/oder Eisenmangel, im
Gegensatz zur der im Kindesalter selten auftretenden essentiellen Thrombozythdmie (ET). Da
die ET, als klonale Erkrankung zu thromboembolischen und hamorrhagischen Komplikationen
fuhren kann, ist es wichtig, die Erkrankung rechtzeitig zu erkennen und von einer RT
abzugrenzen. Der erhdhte Umsatz von Thrombozyten in Patienten mit ET fihrt zu einer
Erhoéhung der relativen und absoluten Werte der IPF im Vergleich mit gesunden Kontrollen. Ob
dieser Befund hilfreich in der Differenzierung von ET und RT sein kann, ist bisher noch
unklar®**!. Fir diese Studie wurden die Thrombozytenparameter bei neun Kindern mit RT,
aufgrund einer anderen, zumeist entzindlichen Grunderkrankung, bestimmt. IPF stand nur in
sieben der neun Kinder zur Verfugung. Die Patienten zeigten eine milde (PLT:500-700/nl) bis
moderate (PLT:700-900/nl) Thrombozytose (PLT = 651 £ 69,9/nl, Median 647/nl). Diese bildete
sich in allen Patienten mit der Behandlung und dem Abklingen der zugrunde liegenden
Erkrankung wieder zuriick. Dementsprechend waren auch der PCT (0,6 + 0,09 %; Median 0,55
% .p < 0,01) und die IPF# (9,9 = 3,7/nl; Median 9,8/nl;p < 0,05) im Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Die IPF%-Werte der RT-Patienten waren sehr niedrig, jedoch
nicht signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe (1,5 £ 0,6 %; Median 1,5 %; p > 0,05). Die
Werte fir MPV (9,1 £ 0,8 fl; Median 9 fl;p < 0,01) und PDW (9,9 + 1,1 fl; Median 9,9 fl; p <
0,01) waren im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt.
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4 Diskussion

4.1  Die Thrombozytenparameter: Reproduzierbarkeit und Stabilitat

Die Thrombozytenzahl ist ein Routineparameter und essentiell fiir die Diagnosestellung von
Thrombozytopenien. Neben der Thrombozytenzahl ist das MPV bisher der einzige
Thrombozytenparameter der, vor allem in der Diagnosestellung von Mikro-oder
Makrothrombozytopenien, in der Klinik zum Einsatz kommt'*2. Um das Blutungsrisiko bei
Kindern mit Thrombozytopenie einschatzen zu kénnen ist die Thrombozytenzahl in der Regel
nicht ausreichend'****. Ein einfacher Parameter zur Evaluation der Thrombozytenproduktion
kann deshalb helfen, zwischen Thrombozytopenien aufgrund von Knochenmarkversagen, in
welchen die Blutungswahrscheinlichkeit hoch ist und Thrombozytopenien aufgrund erhohter
peripherer Thrombozytendestruktion, mit insgesamt geringerem Blutungsrisiko, zu
unterscheiden™*’.

Verschiedene Parameter, welche die Thrombozytenproduktion und den Thrombozytenumsatz
beschreiben, wie die Bestimmung der Thrombozytenlebensdauer, des Glycocalicinindexes und
des TPO-Spiegels, wurden in der Vergangenheit untersucht**3**° Der Glycocalicinindex ist
der l6sliche extrazellulare Teil der Glykoprotein-(GP)-1b alpha-Untereinheit des GP-1b-1X-V-
Komplex und ein Indikator fir Thrombozyten-und Megakaryozytendestruktion. Jedoch wurden
in Patienten mit SAA und hypoplastischer Anamie falsch hohe Werte beschriebenund die Werte

von ITP-Patienten zeigten eine sehr groRe Spannweite™"'>?

. Auch die Bestimmung der
Thrombozytenlebensdauer weist Probleme im Zusammenhang mit der Manipulation der
Thrombozyten und der zum Einsatz kommenden Radioaktivitat auf">. Die Analyse von TPO ist
hilfreich in der Bewertung der Thrombozytenkinetik, aber in der Klinik bisher nicht
routinemaRig durchfiihrbar®’.

Eine Reihe von Publikationen der letzten Jahre haben sich mit der Messung der retikulierten
Plattchen beschaftigt. Es wurde gezeigt, dass in thrombozytopenen Patienten, der RNA-Gehalt
der Thrombozyten mit der megakaryozytaren Aktivitat korreliert®”. Die Bestimmung der
retikulierten Plattchen ist jedoch eine unprézise, teure und zeitaufwendige Methode, die zudem
betrachtliche Fachkenntnisse erfordert. Weiterhin mangelt es an adaquaten Qualitatskontrollen
und die ermittelten Referenzwerte fiir Gesunde zeigen eine erhebliche Variation (0,9-16,4
9%)°""980154 ‘Daher wurde fiir diese Studie der Schwerpunkt auf die Immature Platelet Fraction
gelegt. Sie beschreibt - wie die Retikulierten Plattchen - die Fraktion der jungen, unreifen

Thrombozyten, welche einen hoheren RNA-Gehalt sowie ein grofieres Volumen aufweisen, als
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reife Thrombozyten. Im Gegensatz zu denen aus der Thrombozytenverteilungskurve des
Sysmex-XE und mit Hilfe von Impedanz ermittelten Thrombozytenparametern, kann die IPF
auch bei sehr niedrigen Thrombozytenzahlen verlasslich im optischen RET-Kanal bestimmt
werden.

Fur diese Studie wurde zunéchst die Reproduzierbarkeit der IPF% sowie der PLT in einer Probe
mit normaler und in einer mit erhdhter und erniedrigter PLT untersucht (Messungen pro Probe n
= 15). Die Variationskoeffizienten der Messungen waren gering und die Reproduzierbarkeit in
allen Proben, unabhéngig von der Thrombozytenzahl, gut. Ein Nachteil dieser Untersuchung ist
die geringe Probenanzahl. Briggs et al. (2004) konnten jedoch Dbereits eine gute
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse fur IPF% aus Blutproben von 7 verschiedenen
Individuen mit variierenden PLT-Werten (Messungen pro Probe n = 10) nachweisen. Die
numerischen Werte fir IPF% waren in allen Proben Klein, so dass hohere
Variationskoeffizienten erwartet wurden. Jedoch waren die Variationskoeffizienten kleiner,
wenn IPF hoch war”.

Weiterhin wurde flr diese Studie die Stabilitdt der Thrombozytenparameter IPF%, PLT, MPV,
PDW und P-LCR in sechs Proben (ber 48 h bei Raumtemperatur untersucht. PLT zeigte in
keiner der Proben (ber 48 h eine signifikante Verdnderung. Dies stimmt mit bisherigen
Studienergebnissen tberein, welche zu dem Ergebnis kamen, dass der PLT-Wert ber 24 bzw.
48 h stabil blieb™*"*>,

Die IPF%-Werte zeigten bereits nach 2,5 Stunden in drei Proben einen signifikanten Abfall.
Nach 48 h konnte hingegen in allen Proben ein Anstieg nachgewiesen werden, der in vier Proben
signifikant war. Osei-Bimpong et al. kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass sich die in
gelagerten Proben gemessenen IPF% Werte signifikant (p < 0.001) von denen direkt nach
Entnahme gemessenen Werten unterschieden'®®. Im Gegensatz dazu berichtete Briggs et al., dass
IPF% in sieben Blutproben wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur ber 0,5-48 h nach
Entnahme keine Veranderung zeigte®’. Weiterhin kamen Ruisi et al. zu dem Ergebnis, dass
IPF% in 103 Proben von ITP-Patienten, welche (iber 24 h gelagert wurden stabil blieb™’. Die
Ergebnisse zur Stabilitat von IPF% sind demnach nicht einheitlich. Es wére denkbar, dass diese
Unterschiede zumindest teilweise durch unterschiedliche Definitionen und Interpretationen von
Stabilitdt sowie verschiedener statistischer Verfahren zur Bestimmung zustande kommen.
Weiterhin sollte bedacht werden, dass die Thrombozyten verschiedener Erkrankungsgruppen
Unterschiede aufweisen konnten und sie deshalb auf die Lagerung mdglicherweise nicht in

gleichem Malie reagieren. So stellten z.B. Ruisi et al. fest, dass sichdie Stabilitat von IPF tber
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die Zeit bei Lagerung verschlechterte, wenn der Anfangswert fur IPF% > 40% und fur IPF# >
30/nl lag™’.

Alle weiteren flr diese Studie untersuchten Parameter zeigten bereits nach 2,5 sowie nach 48 h
Lagerung bei Raumtemperatur in mehreren Proben einen signifikanten Anstieg. Auch Vogelaar
et al. konnten einen Anstieg des MPV von Thrombozyten von Erwachsenen bei Lagerung tber
48 h von 8,8 auf 10,3fl nachweisen'®®. Untersuchungen mit einer héheren Anzahl an Proben
waéren sinnvoll, um das Ergebnis dieser Pilotstudie zu bestatigen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der mit dem XE-2100 bestimmte IPF-Wert einen
zuverlassigen Parameter darstellt und zur Evaluation der zugrunde liegenden Pathophysiologie in
Patienten mit kongenitaler und erworbener Thrombozytopenie standardmafig bestimmt werden
sollte. Aufgrund kontrérer Ergebnisse zur Stabilitat bei Lagerung nach der Entnahme, scheint es
wichtig, den Parameter mdglichst ziigig nach Abnahme zu bestimmen und langer gelagerte

Proben kritisch zu bewerten.

4.2 Referenzwerte

Aus ethischen Gesichtspunkten ist es problematisch, Blutentnahmen von gesunden Kindern, zur
Bestimmung von Referenzwerten, durchzufuhren. Aus diesem Grund liegen bisher keine
aussagekraftigen Studien zu Referenzwerten der Thrombozytenparameter einer ausreichend
grolRen Gruppe (hdmatologisch) gesunder Kindern vor.

Saigo et al. bestimmte die Referenzwerte fir IPF% bei 30 kranken Kindern, bei denen das
Knochenmark eine normale Funktion aufwies, sich die Thrombozyten und Leukozyten im
Normalbereich befanden und kein G-CSF gegeben wurde. Der Mittelwert fur IPF% lag bei 2,6%
und PLT und IPF zeigten eine signifikante negative Korrelation®*. Fiir die Studie von Rajantie et
al. wurden die Werte fur PLT, RP und MPV in gesunden Kindern bestimmt, jedoch wurden
insgesamt nur sechs Kinder eingeschlossen. Der Median fur RP lag bei 1,5% und fir das MPV
bei 9 fI®. In gesunden Kontrollen wurde keine Korrelation von RP% und IPF% gefunden®®®,
Deshalb sollte der RP%-Wert dieser Studie nicht direkt mit den IPF%-Werten der anderen
Studien verglichen werden. Fir weitere Thrombozytenparameter gibt es bisher keine Studien zu
Referenzwerten.

Fir diese Studie wurden die Thrombozytenparameter PLT, IPF (%, #), MPV und PDW in 100
und P-LCR und P-MFV in 53 bzw. 52 hdmatologisch gesunden Kindern bestimmt. Dabei wurde
auf eine gleichméRige Alters- sowie Geschlechterverteilung geachtet. Der mittlerer IPF%-Wert
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lag bei 2,7%. Es ist zu beachten, dass die Kinder aus sozialen, didtischen, neurologischen oder
endokrinologischen Griinden an der Charité untersucht wurden. Daher sind Einflisse der
jeweiligen, individuellen, potentiell vorliegenden pathologischen Verdnderungen (und der in
diesem Zusammenhang eingenommenen Medikamente) auf einzelne Thrombozytenparameter
nicht vollstandig auszuschlielen. Die im Vergleich zu Saigo et al. etwas hoher liegenden IPF%-
Werte dieser Studie kdnnten sich u.a. hierin begrinden. Weiterhin kénnten ethnische Variationen
eine Rolle spielen. Auch bei gesunden Erwachsenen waren die IPF%-Werte in Studien von
koreanischen  Arbeitsgruppen niedriger als in jener japanischer oder britischer
Arbeitsgruppen*®*"1>° Hohere Mittelwerte kdnnten zudem durch den Einschluss von AusreiRern
im oberen Messbereich zustande kommen.

U.a. durch den Einfluss von Hormonen in der Pubertdt waren Unterschiede im IPF% sowie der
anderen Thrombozytenparameter zwischen Madchen und Jungen vorstellbar. In der vorliegenden
Studie konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der IPF%-Werte zwischen Madchen und
Jungen festgestellt werden. Alle anderen fur diese Studie untersuchten Thrombozytenparameter
zeigten ebenfalls keine geschlechtsspezifischen Unterschiede. Sieben hamatologisch gesunde
Kinder unter vier Jahren wurden in die Kontrollkohorte eingeschlossen. Ihre IPF%-Werte lagen
signifikant hoher, als die der &lteren Kinder. Dies konnte eine erhdhte megakaryopoetische
Aktivitdt in diesen Kindern widerspiegeln. Auch in Neonaten wurden im Vergleich zu
Erwachsenen sowie zu unserer Kontrollgruppe héhere IPF%-Werte sowie erhohte TPO-Spiegel
gefunden®*!®°. Ein kontinuierlicher Abfall der megakaryopoetischen Aktivitat in den ersten
Lebensjahren ware demnach vorstellbar.

Das mittlere MPV der Kontrollkohorte lag bei 10,3 fl und damit leicht Giber dem von Rajantie et
al. ermittelten Wert85. Die Referenzwerte von MPV sowie der restlichen
Thrombozytenparameter waren mit denen gesunder Erwachsener  vergleichbar'®.
Zusammengefasst ist dies die erste Studie, welche Referenzwerte der neuen
Thrombozytenparameter in einer grof3en (n = 100) padiatrischen Kontrollkohorte zur Verfiigung
stellt.

4.3  Pathophysiologie der akuten und chronischen ITP

Verschiedene Pathomechanismen werden als Ursache fur die Entstehung der ITP diskutiert. Zum
einen wird ein immunologisch bedingter Abbau von mit Autoantikdrpern beladenen

Thrombozyten in der Milz und durch das retikuloendothelialen Systems als Ursache fur die
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Thrombozytopenie angesehen. Damit einhergehen eine verkirzte Thrombozytenlebenszeit und
eine kompensatorisch gesteigerte Thrombozytenproduktion'®*®?. Es gibt jedoch auch Studien,
welche darauf hinweisen, dass in einem Teil der ITP-Patienten die Produktion von
Thrombozyten reduziert sein konnte'®®. Dies konnte mittels radioaktivmarkierter Thrombozyten

nachgewiesen werden'®*'®. Die

reduzierte Thrombozytenproduktionsrate konnte durch
Thrombozytenantikérper bedingt sein, die an Megakaryozyten im Knochenmark binden®. In
vitro Studien unterstiitzen das Konzept, dass die Formation megakaryozytarer Kolonien sowie
der Proplattchenbildung im Knochenmark von ITP-Patienten inhibiert werden und dass die
Expansion der megakaryozytaren Vorlauferzellen, vor allem in der Anwesenheit von
Thrombozytenantikérpern, reduziert ist'®. Yang et al. kamen zu dem Ergebnis, dass es unter
dem Einfluss von Plasma von ITP-Patienten zu einer Reduktion apoptotischer Megakaryozyten
und im Zusammenhang damit zu einer Abnahme der Ploidie der Megakaryozyten sowie der
Thrombozytenproduktion kam*®.

Bei Kindern mit cITP wurde im Vergleich zu alTP-Patienten eine verminderte Prozentzahl
apoptotischer Megakaryozyten festgestellt. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Reifung der
Megakaryozyten in cITP-Patienten supprimiert wird, da die terminale Phase der
megakaryozytaren Uberlebenszeit durch Aspekte der Apoptose gekennzeichnet ist. Allerdings
zeigte die Anzahl an apoptotischen MK's keine Korrelation mit der PLT in den untersuchten
Indviduen und die Gesamtanzahl an Megakaryozyten der beiden Gruppen unterschied sich

nicht*®’

.Trotz dieser Ergebnisse findet sich in vielen ITP-Patienten eine normale oder leicht
erhohte Anzahl an Megakaryozyten. Das bedeutet, dass man nicht von einer direkten Korrelation
der Aktivitdt der Thrombozytopoese und der Anzahl an Megakaryozyten ausgehen kann. So
konnten Chen et al. in 64 ITP-Patienten nachweisen, dass die RP%-Werte bei Patienten mit
normaler im Vergleich zu Patienten mit erhohter Megakaryozytenzahl gleichermalRen erhdht
waren (> 20%)*°%.

Weiterhin gibt es Hinweise, dass die Thrombozytopenie auch durch den direkten Abbau von
Thrombozyten durch zytotoxische T-Zellen bedingt sein kénnte®.

Durch die reduzierte Thrombozytenzahl in der Peripherie sinkt die Gesamtanzahl an c-Mpl-
Rezeptoren. Konsekutiv kann weniger TPO an seinen Rezeptor binden und der TPO-Spiegel
steigt zunédchst an. Der erhdhte TPO-Spiegel sollte zu einer verstdrkten Stimulation der
Megakaryozytopoese fiihren, insoweit diese nicht durch Autoantikdrper inhibiert wird. In der
Folge erhoht sich die Produktion von jungen, groRen Thrombozyten und IPF% steigt an. Bei
Persistenz der Erkrankung tberwiegt der Thrombozytenabbau und die Thrombozytopenie kann,

trotz der gesteigerten Thrombozytenproduktion, nicht kompensiert werden. Deshalb bleiben die
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PLT- und IPF#-Werte weiterhin niedrig. In ITP-Patienten mit megakaryozytarer Hyperplasie
liegen normale oder im Vergleich mit gesunden Kontrollen nur leicht erhdhte TPO-Werte
vort®¥ 01 “pBurch die Hyperplasie steigt die Anzahl an c-Mpl-Rezeptoren in diesen Patienten
kompensatorisch wieder an und der temporér erhéhte TPO-Spiegel féllt wieder auf ein normales
Niveau. In ITP-Patienten ohne megakaryozytérer Hyperplasie wurden dementsprechend deutlich
tiber dem Normbereich liegende TPO-Spiegel nachgewiesen'®®,

Die IPF%-Werte der ITP-Patienten dieser Studie waren im Vergleich mit den gesunden
Kontrollen signifikant erhéht (p < 0,01) und die IPF#-Werte signifikant erniedrigt (p < 0,01). Die
mittleren IPF%-Werte der beiden Gruppen (alTP und cITP) unterschieden sich hingegen nicht.
Dies weist auf eine gesteigerte Thrombozytenproduktion durch MK in beiden Gruppen hin. Die
Schwankungen der IPF%-Werte zwischen den einzelnen ITP-Patienten (Spannweite alTP: 7,4-
35,3%; cITP: 7,4-64,7%) konnten sich in einer unterschiedlich starken Behinderung der
Megakayozytopoese und Proplattchenbildung durch Autoantikdrper begriinden. Hier kdnnte
zukunftig eine Korrelation mit den Epitopen der Autoantikorper GPIIb/Illa und GPIb/V/1X
sowie die Human Platelet Antigens (HPA) bestimmt werden. Nachgewiesen werden konnte
bereits, dass die Anzahl an Anti-GPIIb/Illa-Antikérpern und ihre Bindungsratio in padiatrischen
Patienten mit cITP sehr viel héher ist als in al TP-Patienten'®.

Die PLT-Werte der clITP-Patienten lagen mit 35,5 + 30,8/nl im Vergleich zu denen der alTP-
Patienten mit 10,4 = 8/nlsignifikant héher (p < 0,05). Unterschiede in der Pathophysiologie
beider Gruppen erscheinen daher moglich. Da die IPF%-Werte beider Gruppen sich nicht
signifikant unterschieden, kdnnte ein verstarkter peripherer Abbau von Thrombozyten in der
Peripherie die im Vergleich niedrigeren PLT-Werte der alTP-Patienten erklaren. Es konnte
gezeigt werden, dass in ITP-Patienten das Komplementsystem deutlich haufiger aktiviert ist, als
in Patienten mit nicht immunvermittelter Thrombozytopenie. Die Aktivierung war mit
niedrigeren PLT- und IPF#-Werten assoziiert, so dass eine erhdhte Clearance der Thrombozyten
in der Peripherie angenommen werden kann. Zudem kann es durch das Komplementsystem zur
direkten Schadigung von Thrombozyten und Megakaryozyten kommen'’?. Es ware denkbar,
dass sich die Aktivierung des Komplementsystems auch in alTP- und clITP-Patienten
unterscheidet und zu den unterschiedlich stark verminderten PLT-Werten sowie zur
Chronifizierung beitragt.

Weiterhin konnte ein andauernder Verlust peripherer Selbsttoleranzmechanismen, eine Rolle fur
die Persistenz der Erkrankung spielen. Es konnte nachgewiesen werden, dass sogenannte CD4
CD25 T-Zellen, welche fir die Erhaltung der peripheren Selbsttoleranz verantwortlich sind, in

akuten sowie chronischen pédiatrischen ITP-Patienten vermindert sind und eine positive
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Korrelation der Zellen mit der Thrombozytenzahl und somit mit der Aktivitat der Erkrankung
vorliegt. Die Zellen waren in alTP-Patienten starker vermindert als in clITP-Patienten. Dies
konnte die niedrigeren PLT-Werte der alTP-Patienten im Vergleich mit den cITP-Patienten
erklaren. In7 Patienten, welche in Remission gingen, stieg die Anzahl der genannten Zellen
wieder an'™,

Eine weitere Studie gibt Hinweise darauf, dass der Q63R Polymorphismus des
Cannabinoidrezeptors CNR2 eine Rolle fir die Progression der Erkrankung spielt. Es ist
bekannt, dass Cannabinoidrezeptoren die adaptive Immunantwortmodulieren und Einfluss auf
das Verhéltnis von Thl zu Th2-Zellen haben. Rossi et al. konnten zeigen, dass ITP-Patienten,
welche homo-oder heterozygot fur das R Allel von CNR2 waren, eine erhohtes Risiko fur einen
chronischen Verlauf der Erkrankung zeigten'".

Da einige cITP-Patienten, im Vergleich zu den alTP-Patienten vor der Messung bereits eine
Therapie erhalten hatten, ist weiterhin der Einfluss der Therapeutika, auch wenn sie einige Zeit
vor der Messung administriert wurden, auf die Erkrankung und die PLT und IPF-Werte nicht
vollstandig auszuschlieBen. Weiterhin wurden sowohl Patienten in die Studie eingeschlossen,
welche sich beim Auftreten von neuen Blutungszeichen in der Klinik vorstellten und andere,
welche nur zur Routinekontrolle kamen ohne neue Blutungszeichen aufzuweisen. Dies konnte
ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse genommen haben und zu individuellen Unterschieden der
Thrombozytenparameter gefuhrt haben.

Die Mittelwerte der IPF%-Werte bisher veroffentlichter Studien fur erwachsene 1TP-Patienten
lagen bei 17,4% (Abe et al.), 12,1% (Cho et al.), Jung et al. 10,28% und 22,3% (Briggs et
al.)*1917357 Die mittleren IPF%-Werte der padiatrischen ITP-Patienten dieser Studie lagen
Uber diesen Werten. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich die akute sowie die
chronische Erkrankung im Kindesalter, von der im Erwachsenenalter unterscheidet.

Die MPV- und PDW-Werte der ITP-Patienten waren im Vergleich mit den gesunden Kontrollen
erhoht.

4.3.1 Verlaufe

Es sind bisher nur wenige Marker bekannt, welche helfen, den Verlauf von Patienten mit ITP
vorherzusehen. Daher war es das Ziel dieser Studie, den pradiktiven Wert von PLT und IPF in
Bezug auf die Progression der Erkrankung zu untersuchen. Daflr diese Studie nur eine geringe

Anzahl an Proben im Verlauf akquiriert werden konnte, kann diese Frage nicht abschlieRend
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beantwortet werden. Trotz der geringen Fall- bzw. Probenanzahl waren Unterschiede zwischen
den alTP-und cITP-Patienten zu erkennen.

Die Patienten mit akutem Verlauf zeigten im Vergleich zu den Patienten mit chronischem
Verlauf einen raschen Anstieg der PLT-Werte, welche innerhalb von 30 Tagen nach
Diagnosestellung wieder normale Werte erreichten. Die PLT-Werte der Patienten mit
chronischem Verlauf hingegen stiegen wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nicht
uber 50/nl an. Parallel zu den PLT-Werten fielen die zu Beginn stark erhéhten IPF%-Werte der
alTP-Patienten innerhalb der ersten 30 Tage nach Diagnosestellung wieder in den Normbereich
ab, wohingegen die IPF%-Werte der cITP-Patienten passend zur anhaltenden Thrombozytopenie
wéhrend des Beobachtungszeitraumes nicht unter 9% abfielen.Ein l&anger als 30 Tage nach
Diagnosestellung anhaltend erhohter IPF%-Wert kénnte demnach ebenfalls ein Risikofaktor fur
eine Chronifizierung sein.

Leider liegen in dieser Studie zu wenig Daten vor, um sagen zu konnen, ob es Unterschiede
zwischen dem initialen Anstieg von IPF% und den initialen PLT-Werten in alTP-und cITP-
Patienten gibt. Del Vecchio fand keine Unterschiede von RP% sowie der Plasma-TPO-

176

Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen alTP- und cITP-Patienten-"°.Bezliglich des

PLT-Wertes konnten Kiihne et al. nachweisen, dass Kinder mit cITP zu Anfang der Erkrankung

einen hoheren mittleren PLT-Wert aufweisen als Kinder mit al TP*%.

4.3.2 Blutungsneigung

Fur unsere Studie konnten die Thrombozytenparameter PLT, IPF% und IPF# in 16 alTP- und 7
clTP-Patienten mit der Blutungsneigung am Tag der Messung der Parameter korreliert werden.
Fur die Gruppe der alTP-Patienten zeigte sich eine positive Korrelation von Blutungsneigung
und IPF-Werten und eine negative Korrelation von Blutungsneigung und PLT-Werten (Kapitel
3.3.2). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Studienergebnissen, die belegen konnten, dass
der Blutungsgrad in ITP-Patienten mit dem Abfall der PLT-Werte deutlich zunimmt.

In der Gruppe der cITP-Patienten konnte keine Beziehung der Blutungsneigung, weder zu den
PLT-noch zu den IPF%-Werten nachgewiesen werden (Kapitel 3.3.2). Dies weist daraufhin, dass
Unterschiede im Blutungsverhalten von alTP-und cITP-Patienten bestehen und die
Blutungsneigung durch zusatzliche Mechanismen moduliert werden koénnte.

Normalerweise basieren Therapieentscheidungen bei ITP-Patienten neben den PLT-Werten auch

auf der Blutungsneigung, obgleich die Beziehung der Thrombozytenzahlen und der
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Blutungsneigung weiterhin Gegenstand kontroverser Diskussionen ist. Es gibt Hinweise darauf,
dass in ITP-Patienten keine direkte Korrelation von PLT-Werten und Blutungsneigung vorliegt.
Patienten mit PLT-Werten um die 5/nl, kbnnen im Vergleich mit Patienten, in denen PLT-Werte
um die 20/nl gemessen werden, weniger Blutungen aufweisen. Dieses Phdanomen wird u. a. auf
den groRReren Anteil an groRen, unreifen Thrombozyten zurtickgefihrt, welche funktionsfahiger
und metabolisch sowie enzymatisch aktiver sind als reife, altere Thrombozyten. Die fiir unsere
Patienten ermittelten IPF%-Werte von alTP-und cITP-Patienten unterschieden sich jedoch nicht
signifikant, so dass nicht alleine der IPF%-Wert flr die Blutungsneigung verantwortlich zu sein
scheint.

In einem Mausmodell konnte demonstriert werden, dass die, durch verschieden hohe Dosen von
Anti-Plattchen-1gG, induzierten Thrombozytopenie gleichermalen stark ausgepragt war. Jedoch
zeigten sich nur in jener Gruppe, welche hohe Dosen an Anti-Plattchen-1gG erhalten hatten, auch
externe Blutungen'’””. Dieser Befund legt nahe, dass neben dem PLT-Wert noch andere
Mechanismen, wie die Anzahl an gegen Thrombozyten gerichteten Autoantikorper, Einfluss auf
die Blutungsneigung haben kénnten. Da es Hinweise darauf gibt, dass sich die

Anzahl an Anti-GPlIb/Illa-Antikorpern und ihre Bindungsratio in cITP und alTP unterscheiden,
kdnnten diese Unterschiede das verénderte Blutungsverhalten der cITP-Patienten dieser Studie
im Vergleich mit den alTP-Patienten erklaren®.

Anti-Plattchen-1lgG  kénnen auch an Endothelzellen binden, da Thrombozyten und
Endothelzellen aufgrund ihrer gemeinsamen Herkunft aus einer Vorlauferstammzelle, ahnliche
Membranproteine aufweisen (z.B. B-Integrin = CD61). Dieser Vorgang konnte ebenfalls mit dem
hamostatischen Gleichgewicht in ITP-Patienten interferieren und die Blutungsneigung in
unterschiedlichem Ausmal3 beeinflussen.

Als weiterer wichtiger Aspekt ist zu beachten, dass der Blutungsscore auf der Grundlage der
vom jeweiligen Arzt wéhrend der Untersuchung dokumentierten Blutungen festgelegt wurden

und daher Fehler bei der Dokumentation den Blutungesscore verfalscht haben kdnnten.

4.4  Akzelerierte Thrombozytopoese in ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose?

In Kindern mit ALL liegt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist eine Panzytopenie vor,
welcher die Verdrdngung der normalen Hamatopoese durch das Vorherrschen leuk&mischer
Blasten im Knochenmark zugrunde liegt. Die Beeinflussung der einzelnen Zelllinien kann

variieren, so dass durchaus einige Blutparameter im Normalbereich liegen koénnen, was die
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Diagnosestellung erschwert. Im Kontrast zu anderen Studien, welche sich meist auf Messungen
unter Therapie beziehen, ist das besondere dieser Studie, dass sie sich auf Messungen zum
Zeitpunkt der Diagnose ohne Therapie konzentriert. Bisher ist nur wenig Uber die
Megakaryozytopoese in ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bekannt. Kalmanti et al.
konnten nachweisen, dass die Anzahl an Megakaryozyten-Kolonien von Kindern mit ALL zum

Zeitpunkt der Diagnose signifikant reduziert ist''

118,119

Die TPO-Werte waren zum Zeitpunkt der
Diagnose leicht erhéht
Bei allen ALL-Patienten dieser Studie wurde die Diagnose durch eine Knochenmarkaspiration
bestatigt. Die Patienten wiesen entweder keine oder eine stark verminderte Frequenz von
Megakaryozyten im Knochenmark auf (Tabelle 9). Dies schlief’t jedoch eine extramedullére
Thrombozytopoese nicht aus (siehe unten). Da Patienten unter Chemotherapie, in welchen die
Megakaryozytopoese supprimiert wird, niedrige IPF%-Werte nachgewiesen wurden®’,
erwarteten wir ahnliche Werte fur die ALL-Patienten. Entgegen unseren Erwartungen waren die
IPF%-Werte der Mehrheit der ALL-Patienten im Vergleich mit der Kontrollgruppe jedoch
erhoht. In ALL-Patienten wurde zum Zeitpunkt der Diagnose eine inverse Beziehung von TPO

und PLT demonstriert**&1%

. Dies lasst vermuten, dass die verbleibenden Megakaryozyten
adaquat auf TPO reagieren konnen, ihre Propléttchenproduktion stimuliert wird und in der Folge
die relativen IPF%-Werte ansteigen. Da die Masse an Megakaryozyten aber insgesamt reduziert
ist, ist ein deutlicher Anstieg der PLT- und IPF#-Werte anscheinend nicht méglich. Durch die
reduzierte Masse an Megakaryozyten im Knochenmark und Thrombozyten im peripheren Blut
konnen auch die leicht erhohten TPO-Werte erklart werden, da die Gesamtanzahl an TPO-
Rezeptoren in gleichem Mal3e abféllt.

Humane, reife Megakaryozyten, die erhdhten Scherkréften ausgesetzt wurden, zeigten einen
Anstieg der Proplattchenbildung'’®. Es ware denkbar, dass die Megakaryozyten der ALL-
Patienten erhéhten Scherkréaften im Zusammenhang mit der Blastenbildung im Knochenmark
ausgesetzt sind und dies zu den erhdhten IPF%-Werten beitragt. Weiterhin konnten im Rahmen
der  Erkrankung auftretende  Verdnderungen des  Mikroenvironments und  des
Knochenmarkstromas die Thrombozytenbildung alterieren. Auch konnte die Reifung der
Thrombozyten in ALL-Patienten, aus noch ungeklarten Griinden, verzogert stattfinden und sich
so die Fraktion der unreifen Thrombozyten im Vergleich erhthen. Cannavo et. al konnten in
diesem Zusammenhang zeigen, dass die von ihnen in 17 von 22 ALL-Patienten gemessenen
erhohten IPF%-Werte (Median = 9,7%; Spannweite: 0,9-41,9%) auf die verzogerte Reifung der
retikulierten Thrombozyten zuriickzuftihren waren. Unspezifische Farbungen als Ursache fur den

Anstieg der IPF%-Werte schloss die Arbeitsgruppe hingegen aus*".
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Bei den meisten ALL-Patienten konnten gar keine Megakaryozyten im Knochenmark
nachgewiesen werden (Tabelle 9). Daher stellt sich die Frage, wo die Megakaryozytopoese bei
diesen Patienten stattfindet. Eine Mdglichkeit wére das Vorliegen von extramedulldrer
Hé&matopoese in Leber oder Milz. Beide Organe waren jedoch nicht Gberméafig vergrofert und es
konnte keine Korrelation zwischen den IPF%-Werten und der GrélRe der Organe demonstriert
werden. Es ist bekannt, dass in Organen des retikuloendothelialen Systems, wie z. B. Lunge oder
Lymphknoten, extramedullarer Hamatopoese stattfinden konnte®®'#. Das retikuloendotheliale
System kame daher als Ort der Bildung von Thrombozyten in ALL-Patienten in Betracht.
Weiterhin muss ein systematischer Messfehler als Ursache fir die erhéhten IPF%-Werte
ausgeschlossen werden. Es waére vorstellbar, dass andere Zellen als unreife Thrombozyten
klassifiziert werden und eine unspezifische Farbung erfolgt. Um dies auszuschlieRen, ware eine
FACS-Analyse der Thrombozyten in ALL-Patienten sinnvoll, welche mittels eines Linien-
spezifischen Markers nur die Thrombozyten nachweist.

Zusammenfassend stellt die Analyse der relativen und absoluten IPF-Werte eine wertvolle,
einfache, nicht-invasive Methode dar, um den bisher nur zum Teil verstandenen Ablauf der
Thrombozytopoese bei ALL-Patienten besser zu verstehen. Weiterfuhrende vergleichende
Studien mit padiatrischen ALL-Patienten sowie padiatrischen Patienten mit akuter Myeloischer
Leuk&mie (AML) mit hoheren Patientenzahlen sind geplant.

45  Differenzierung von al TP- und ALL-Patienten

Bei der Evaluation der Thrombozytenparameter im Vergleich von alTP- und ALL-Patienten lag
der Fokus auf der Auswertung der IPF-Werte. Die erhohten IPF%-Werte weisen auf eine
Stimulation der Thrombozytopoese in beiden Gruppen hin. Jedoch waren die IPF%-Werte der
ALL-Patienten weniger stark erhdht wie die der alTP-Patienten. Dies kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass die Megakaryozytopoese der ITP-Patienten besser arbeitet, als die der ALL-Patienten.
Die PLT-Werte der ALL-Patienten waren signifikant hoher als die der alTP-Patienten. Dies
konnte vermutlich darin begriindet sein, dass es in den ALL-Patienten nicht zu einem vermehrten
Abbau von Thrombozyten in der Peripherie kommt.

Entsprechend der hoheren PLT-Werte der ALL-Patienten lagen auch die IPF#-Werte signifikant
hoher als die der alTP-Patienten. Keiner der alTP-Patienten wies einen IPF#-Wert von (ber
3,5/nl auf. Die Ergebnisse legen nahe, dass IPF# hilfreich in der Differenzierung dieser beiden

Patientengruppen bei Diagnosestellung sein kann. Ein Cutoff-Wert von < 2.361 fur IPF# ergab
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eine Sensitivitdt von 80% und eine Spezifitat von 71,43% fir die Differenzierung der beiden
Erkrankungen. Wahrend des Prozesses der Diagnosestellung sollten deshalb dem absoluten IPF-
Wert besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden und bei einem erhohten IPF#-Wert die
Diagnose einer ITP in Frage gestellt werden. Beide IPF-Parameter (sowohl IPF% als auch IPF#)
bergen groRes Potential fur die Diagnosefindung und Differenzierung von ALL- und alTP-
Patienten bei Erstdiagnose. Durch die Verbesserung der Differenzierung der beiden
Erkrankungen koénnen zudem invasive (und belastende) Knochenmarkuntersuchungen in alTP-

Patienten vermieden werden.

4.6  Kongenitale Thrombozytopenien

Die Mehrheit der fir diese Studie untersuchten FA-Patienten wiesen eine mittelgradige
Thrombozytopenie auf (36,7 + 13,7/nl). Parallel dazu waren die IPF#-Werte erniedrigt.
Interessanterweise zeigten sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe etwas erhohte IPF%-Werte
(7,03 £ 2,49 %), die auch eine Diskriminierung von WAS-Patienten erlauben (Abb. 25). Die
IPF%-Werte waren jedoch nicht so stark erhoht wie die der ALL und alTP-Patienten (Abb.
23).0bwohl in FA-Patienten eine dysplastische Megakaryopoese und morphologische
Veranderungen der Megakaryozyten nachgewiesen werden konnten, weist dieses Ergebnis auf
eine zumindest quantitativ zum Teil erfolgreiche Stimulation von Megakaryo- und
Thrombozytopoese hin. Die moderate Erhéhung von TPO im Serum konnte den Status der
Knochenmarkhypoplasie widerspiegeln™®.

Die hier untersuchten TAR-S-Patienten zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erniedrigte PLT und IPF#-Werte sowie ebenfalls erhohte IPF%-Werte (5,5 + 3,6%). Wie bereits
einleitend erwahnt, wurden in TAR-S-Patienten ebenfalls erhohte TPO-Werte gemessen, welche
einen Produktionsdefekt von TPO als Ursache der Thrombozytopenie ausschlieBen'®.

Unsere Daten zu IPF weisen auf einen Defekt in der Megakaryozytopoese hin, dem eine Stérung
des Signaltransduktionsweges des TPO-Rezeptors c-Mpl in Megakaryozyten zugrunde liegt. Es
konnten bisher keine Mutationen des cMpl-Rezeptors noch der Protein Tyrosin Kinase Jak2,
welche flr die TPO-induzierte megakaryozytare Proliferation und Differenzierung bendtigt wird,
nachgewiesen werden. Die Fahigkeit des c-MPL-Rezeptors TPO zu binden, ist erhalten. Letestu et.
al. konnten eine frihe Blockade der megakaryozytaren Differenzierung in TAR-S-Patienten sowie
eine Verminderung der c-Mpl-mRNA Expression in TAR-S-Thrombozyten aufzeigen'®?. Albers et

al. demonstrierten zudem erst kirzlich eindriicklich, dass dem TAR-Syndrom ein Defekt des Exon-
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Junction-Complex (EJC) durch eine insuffiziente Funktion des Proteins Y14 zugrunde liegen konnte.
Der genaue Pathomechanismus bleibt jedoch weiterhin unklar®.

Die in TAR-Patienten vorliegenden Stérungen filhren zu einer Abnahme der Megakaryozyten im
Knochenmark, sowie dem vermehrten Vorliegen von unreifen Megakaryozyten. Es ist anzunehmen,
dass hieraus primar eine Einschrénkung der Proplattchenbildung resultiert, da es ansonsten nicht zu
einer Thrombozytopenie kommen wirde. Die reduzierte Zahl an Thrombozyten bzw.
Megakaryozyten und die damit verbundene Reduktion an c-Mpl-Rezeptoren, zieht einen Anstieg des
TPO-Spiegels im Plasma nach sich. Es kommt zu einer relativen Stimulation der Thrombozytopoese
mit IPF%-Werten Uber dem Normbereich, die jedoch nicht ausreicht, um die Thrombozytopenie zu
kompensieren. Unklar bleibt warum in 70% der Patienten die PLT nach 1-2 Jahren wieder ansteigt,
ohne allerdings Normwerte zu erreichen'®?,

Interessanterweise lagen die IPF%-Werte von FA-und TAR-S-Patienten signifikant héher als die von
AA-und MDS-Patienten (Abb. 23). Im Vergleich scheint in AA-und MDS-Patienten die
Thrombozytopoese starker gestort zu sein, was sich in den wesentlich niedrigeren IPF%-Werten
widerspiegelt. In beiden Gruppen wurden stark erhohte TPO-Konzentrationen im Serum
gemessen'®*8 Dies lasst auf eine erhebliche Reduktion der c-Mpl-Rezeptoren im Knochenmark
schlielen, wenn man davon ausgeht, dass die Gesamtheit der c-Mpl-Rezeptoren an der Clearance
von TPO aus der Zirkulation beteiligt ist'®.

Die IPF%-Werte der WAS-Patienten dieser Studie waren sehr niedrig und lagen im unteren
Normbereich. Zudem wurden signifikant niedrigere IPF#-Werte im Vergleich mit den gesunden
Kontrollen gemessen und es bestand eine Thrombozytopenie mit einer PLT von 50-100/nl. Cremer et
al. wiesen bei WAS-Patienten TPO-Serumkonzentrationen im Normbereich nach'®. Da sich die
MPV und PLT-Werte von WAS-Patienten nach Durchflihrung einer Splenektomie nicht vollstandig
normalisieren, wurde bisher davon ausgegangen, dass ein vermehrter Abbau von Thrombozyten mit
abnormaler Morphologie in der Milz die Ursache fur die Thrombozytopenie in diesen Patienten
ist’®. Ware der verstarkte Abbau von Thrombozyten der alleinige Ausléser der Thrombozytopenie
waren die TPO-Spiegel im Normbereich hiermit vereinbar.

Die in dieser Studie niedrigen IPF%-Werte deuten jedoch auf eine parallel vorliegende
Thrombozytenproduktionsstérung hin und stehen im Einklang mit Befunden, die zeigen konnten,
dass die Bildung von megakaryozytaren Kolonien und die Proplattchenbildung von WAS-Patienten
in vitro verringert sind*®. Zudem liegt in WAS-Patienten ein Mangel an thrombozytéren alpha-
Granula vor, welche Proteine enthalten (platelet-derived growth factor und fibroblast growth factor),

187,188 Diese

die nach Sekretion die TPO-Expression in Knochenmarkstromazellen verstérken
fehlende Verstarkung konnte unter anderem die im Vergleich zur vorliegenden Thrombozytopenie

inaddquate Stimulation der Thrombozytopoese erklaren.
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4.7  Reaktive Thrombozytose

In Patienten mit RT aufgrund eines entzlndlichen Prozesses scheint eine verédnderte Produktion
von TPO verantwortlich fir den Thrombozytenanstieg zu sein. Da die TPO-Expression in der
Leber durch eine verdnderte Thrombozytenzahl nicht alteriert, konnten hier andere Faktoren
Einfluss auf die TPO-Produktion zu nehmen. Studien zeigen, dass die TPO-Produktion auch auf
transkriptioneller Ebene reguliert werden kann. So fiihrte die Gabe von IL-6 im Menschen zu
einem Anstieg der TPO-Konzentration im Plasma und verstérkte in Mausen die hepatische
mRNA Expression sowie die Proteinsynthese von TPO®, Die IL-6- Spiegel in Patienten mit RT
sind im Vergleich zu gesunden Kontrollen deutlich erhéht. Das Zytokin ist einer der
Hauptmediatoren der Akute-Phase-Reaktion. Zudem ist es in der Lage, die Proliferation von
CD34" Zellen und Megakaryozyten zu fordern'®*1%,

In Abgrenzung zur RT geht die essentielle Thrombozytdmie (ET) einher mit einer monoklonalen
autonomen Proliferation der Thrombozytopoese und gehdrt zur Gruppe der myeloproliferativen
Erkrankungen mit Mutationen in MPL, JAK2 oder TET2'*!. Das Knochenmark zeigt eine starke
Zunahme an Megakaryozyten, welche sehr grof3 sind. Hierzu passend wurden erhéhte Werte fir
IPF% und IPF# in erwachsenen ET-Patienten beschrieben®**®*,

Die fir diese Studie untersuchten padiatrischen RT-Patienten wiesen sehr niedrige IPF%-Werte
im unteren Normbereich auf. Dies suggeriert, dass die Thrombozytenproduktion der RT-
Patienten zum Zeitpunkt der Messung nicht gesteigert, sondern, da die Werte im unteren
Normbereich lagen, vielleicht sogar geringgradig supprimiert war. Da die RT, im Vergleich zur
chronisch verlaufenden ET, einen transitorischen Verlauf zeigt, ist anzunehmen, dass die
niedrigen IPF%-Werte bestimmt wurden, nachdem die im Rahmen der Entzlindungsreaktion
gesteigerte Thrombozytopoese, bereits wieder normalisiert, die Thrombozytenwerte jedoch noch
erhdht waren. Untersuchungen aus anderen Studien ergaben eine signifikante Korrelation von
der TPO-Konzentration im Serum mit verschiedenen Akute-Phase-Proteinen wie Fibrinogen,
CRP und 11-6 in Patienten mit RT™*. So kann angenommen werden, dass TPO zum Zeitpunkt
unserer Messung ebenfalls wieder abgefallen war und zu einer Normalisierung der IPF%-Werte
geflhrt hatte.

Die IPF#-Werte der RT-Patienten dieser Studie waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
signifikant erhoht. Da fur PLT und IPF# eine positive Korrelation demonstriert werden konnte,
reflektieren diese Werte die lineare Beziehung der beiden Parameter.

Unter der Annahme, dass die IPF%-Werte in pédiatrischen ET-Patienten ebenfalls erhoht sind,

kann der Parameter in der Differenzierung von péadiatrischen ET- und RT-Patienten hilfreich
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sein. Liegen niedrige bis sehr niedrige IPF%-Werte verbunden mit einer moderaten
Thrombozytose sowie erniedrigten MPV und PDW-Werte vor, ist eine ET sehr
unwabhrscheinlich. Da in der Akutphase der RT jedoch auch erhéhte IPF%-Werte vorstellbar
sind, sollte der Zeitpunkt der Messung sorgfaltig evaluiert werden.

Die MPV- und PDW-Werte der fur diese Studie untersuchten Patienten waren im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen erniedrigt. Dies steht im Einklang mit den niedrigen IPF%-Werten und
der im Vergleich nur geringgradigen Stimulation der Thrombozytopoese. Untersuchungen von
Cerutti et al. ergaben erhohte TPO-Serum Konzentrationen in ET- sowie RT-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen, welche eine Differenzierung mittels TPO-Bestimmung

ausschlieren®®.
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5 Zusammenfassung

Thrombozyten gehoren zu den korpuskuléren Bestandteilen des Blutes und sind essentiell fiir die
Blutstillung (primdre Hamostase). Die molekular- und zellbiologischen Mechanismen, die ihrer
Bildung aus zytoplasmatischen Abschniirungen von Megakaryozyten im Knochenmark zu
Grunde liegen, sind weitgehend unbekannt. Thrombozytopenien, bei denen die
Thrombozytenzahl definitionsgemaR unter den physiologischen Normwert abféllt, sind mit
einem erhohten Blutungsrisiko verbunden und kénnen angeboren oder erworben sein. Bei der
Immunthrombozytopenie  (ITP) werden aufgrund von erworbenen Autoantikdrpern
Thrombozyten Uber das retikuloendotheliale System abgebaut. Bei der akuten Leukamie (ALL)
im Kindesalter werden die Megakaryozyten, welche die Thrombozyten bilden, durch Blasten im
Knochenmark verdrangt. Im Gegensatz dazu kann die Thrombozytopenie angeboren sein. Dies
ist z.B. der Fall bei seltenen Syndromen wie der Fanconi-Anamie oder dem Thrombozytopenie-
Absent-Radius-Syndrom. In beiden Fallen liegt der Thrombozytopenie ein Defekt der
Thrombozytenproduktion zu Grunde. Die Bestimmung der Thrombozytenkonzentration im Blut
ist bisher der wichtigste Parameter in der Diagnose von Thrombozytopenien, jedoch gibt die
Zahl allein keinen Hinweis auf den zu Grunde liegenden Pathomechanismus und die damit
assoziierte Blutungsneigung. In den letzten Jahren wurden verschiedene zusétzliche
Thrombozytenparameter entwickelt, die mittelsautomatisierter Blutzahlgerdte bestimmt werden
konnen und Auskunft ber die GroRe, Granularitdt und Reife der Thrombozytenpopulation
liefern. Zu diesen Parametern gehort auch die "Immature Platelet Fraction™ (IPF), die die
Fraktion der jungen, neu synthetisierten Thrombozyten an der Gesamtpopulation beschreibt.
Aufgrund ihrer erhdhten GroRe und der Expression residueller RNA kénnen sie von den reifen
Thrombozyten maschinell differenziert werden. Die IPF wird als Surrogatmarker fir die
Thrombozytopoese verstanden und kénnte neben der Bestimmung desMean Platelet Volumes
(MPV), der Platelet Deviation Width (PDW) und der Platelet-Large Cell Ratio (P-LCR) wichtig
fur die Erkennung der Differentialdiagnose von Thrombozytopenien sein. In dieser Arbeit
wurden zundchst Referenzwerte dieser zusatzlichen Thrombozytenparameter in 100
h&matologisch gesunden Kindern etabliert und deren Abhéngigkeit von Geschlecht und Alter
untersucht. Darauf basierend wurde analysiert, inwieweit diese Parameter flr die
Differenzierung von 87 Kindern mit Thromboztyopenien unterschiedlicher Genese geeignet
sind. Dazu wurden IPF, MPV, PDW, P-LCR sowie der Plateletcrit (PCT) und das Platelet-Mean
Frequent Volume (P-MFV) bestimmt. Grundsétzlich waren die etablierten Referenzwerte mit

denen aus Studien mit Erwachsenen vergleichbar. Der mediane IPF%-Werte der Kontrollkohorte
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lag bei 2,3%. Im Gegensatz zu vorherigen Studien konnten keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede festgestellt werden. Die IPF%-Werte der ITP-Patienten waren als Zeichen eines
erhdhten Thrombozytenumsatzes signifikant erhéht (Median 25,2%). Interessanterweise waren
auch die IPF%-Werte von ALL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose erhoht (Median 10%).
Dies legt eine Stimulation der Thrombozytopoese, trotz stark verminderter Anzahl an
Megakaryozyten im Knochenmark, nahe. Die absolute Zahl unreifer Thrombozyten (IPF#)
zeigte sich hingegen hilfreich in der Differenzierung von akuten ITP-Patienten und ALL-
Patienten zum  Zeitpunkt der Diagnose (p < 0,01). In Kindern mit
Thrombozytenproduktionsdefekten war hingegen der IPF% niedrig. Zusammenfassend l&sst sich
sagen, dass der relative IPF-Wert ein Marker fir Thrombozytopenien ist, die auf einer defekten
Thrombozytenproduktion beruhen. Hingegen ist IPF# hilfreich bei der Differentialdiagnose von
akuten ITP-Patienten und ALL-Patienten. Die hier evaluierten Thrombozytenparameter,
insbesondere die IPF, kénnen in Zukunft bei der Differenzialdiagnose von Thrombozytopenien
helfen, auch nicht-invasiv unter Vermeidung von Knochenmarkbiopsien. Die Herausforderung
der kommenden Jahre liegt darin, die Parameter fur den Kklinischen Gebrauch weiter zu
validieren und insbesondere in prospektiven Studien mit den Kklinischen Parametern wie dem

Blutungsrisiko zu korrelieren, um ihr Potential optimal zu nutzen.
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