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1. Einleitung

Splanchnische Venenthrombosen (SVT) sind seltene, aber klinisch bedeutsame
thrombotische Verschliisse im Abdominalbereich. Sie sind haufig mit einer verstarkten
Gerinnungsaktivierung assoziiert, die das Gleichgewicht zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse stort. Ein derart gestortes Gleichgewicht kann das Thromboserisiko erheblich
erhdhen, wobei die zugrunde liegenden Mechanismen im Fall der SVT nicht vollstandig
verstanden sind.

Diese Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung der Hamostaseaktivierung bei
Patienten mit SVT. Dabei werden die Plasmaspiegel zentraler Gerinnungsenzyme wie
Thrombin  und aktiviertes Protein C (APC) sowie weiterer Marker der
Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse untersucht. In der Einleitung wird zunachst das
Krankheitsbild der SVT dargestellt, gefolgt von einer Ubersicht Giber die wichtigsten
pradisponierenden Faktoren, insbesondere myeloproliferative Neoplasien (MPN), nicht-
hamatologische Malignome und Lebererkrankungen. Anschliel3end wird die Physiologie
der Hamostase erlautert, um die Bedeutung der untersuchten Gerinnungsparameter im
Kontext der SVT-Pathogenese darzulegen. Diese strukturierte Einfihrung bildet die

Grundlage fur die Ableitung der zentralen Forschungsfragen dieser Arbeit.

1.1 Splanchnische Venenthrombosen

1.1.1 Definition

Das splanchnische Venengebiet umfasst die Venen vom unteren Abschnitt des
Osophagus bis zu den oberen zwei Dritteln des Rektums. Zu den SVT z&hlt man
Thrombosen der Pfortader (Vena (V.) portae hepatis, PVT), der Mesenterialvenen (Venae
(Vv.) mesenterica superior und inferior, MVT) oder der Milzvene (V. lienalis). Daruber
hinaus wird auch das Budd-Chiari-Syndrom (BCS), das durch eine thrombotische
Obstruktion der Lebervenen gekennzeichnet ist, zu den SVT gezahlt (Valeriani et al.,
2019).

Das BCS wird definitionsgemal? in das primare und sekundare Form unterteilt. Das
primare BCS ist durch eine Thrombose im Bereich des vendsen hepatischen Abflusses

charakterisiert (Plessier und Valla, 2008). Das sekundare BCS hingegen entsteht durch
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eine Invasion oder Kompression der Lebervenen, beispielsweise durch ein Malignom
(lliescu et al., 2019; Hefaiedh et al., 2013).

1.1.2 Anatomie

Eine schematische Darstellung des splanchnischen Venensystems ist in Abb. 1
dargestellt. Die Pfortader (V. portae hepatis) entsteht auf der Hohe des zweiten
Lendenwirbelkdrpers durch den Zusammenfluss der V. mesenterica superior und der
V. lienalis (syn. V. splenica). Sie verlauft im Ligamentum hepatoduodenale zur

Leberpforte.

V. gastrica sinistra

mit Vv. oesophageales V. gastrica

Vv. gastricae breves

V. cystica
V. lienalis

V. portae hepatis )
Vv. pancreaticae

V. pancreaticoduodenalis —— (7S V. gastroomentalis
> 4 sinistra

V. gastroomentalis

V. mesenterica superior

V. colica media
V. colica dextra
V.ileocolica

V. appendicularis

Vv. ileales  Vv. jejunales ' V. rectalis superior

Abb. 1: Vena (V.) portae hepatis und ihre Zuflisse. Die Venen des Splanchnikusgebietes
sind fett hervorgehoben (modifiziert enthommen aus Schulte, 2017)

Die V. lienalis drainiert das vendse Blut aus der Milz und nimmt auf ihrem weiteren Verlauf
Blut aus dem Magen-Darm-Trakt auf, darunter aus der V. gastroomoentalis sinistra, den
Vv. gastricae breves, der V. mesenterica inferior und den Vv. pancreaticae. Die V.
mesenterica superior sammelt Blut aus Magen, Pankreas, Dunn- und Dickdarm.
Zusatzlich erhéalt die Pfortader direkten Zufluss aus den Vv. gastricae dextra und sinistra,
der V. cystica, den Vv. paraumbilicales, der V. prepylorica und der V.

pancreaticoduodenalis superior posterior. Das Blut der V. mesenterica inferior gelangt
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indirekt Uber die V. lienalis in die Pfortader. Die V. mesenterica inferior drainiert den
venosen Abfluss des Dickdarms sowie der oberen Abschnitte des Rektums.

In der Pfortader flieRt somit das Blut aus der Milz und den unpaaren Bauchorganen
zusammen, mit Ausnahme der unteren Rektumetagen. Sie transportiert sauerstoffarmes,
nahrstoffreiches Blut zur Leber, von wo es uber die Vv. hepaticae in die V. cava inferior
abgefuhrt wird (Schulte, 2017).

1.1.3 Epidemiologie

Die Angaben zur Epidemiologie der SVT variieren je nach Studie. Im Vergleich zu tiefen
Beinvenenthrombosen und Lungenembolien treten SVT mindestens 25-mal seltener auf.
Die PVT ist die haufigste Manifestation der SVT, wahrend das BCS die seltenste Form
darstellt (Valeriani et al., 2019).

Die Inzidenz der PVT wird mit 2-4 Fallen pro 100.000 Einwohner angegeben (Boccatonda
et al., 2024). Epidemiologische Studien zeigen, dass Manner haufiger als Frauen an einer
PVT erkranken (Ageno et al., 2017; Rajani et al., 2010). Das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen 50 und 60 Jahren (Kawana et al., 2021; Rajani et al., 2010).

Die Inzidenz des BCS ist mit 1-2 Fallen pro 1.000.000 Einwohner deutlich geringer als die
der PVT (Ageno et al., 2017; Rajani et al., 2010). Patienten mit BCS sind im Durchschnitt
junger als PVT-Patienten, mit einem mittleren Erkrankungsalter von etwa 40 Jahren
(Ollivier-Hourmand et al., 2018). Im Gegensatz zur PVT besteht beim BCS kein
eindeutiger geschlechtsspezifischer Unterschied in der Erkrankungshaufigkeit (Ageno et
al., 2017).

1.1.4 Atiologie

Die Atiologie der SVT ist heterogen. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlt insbesondere die
Gruppe der myeloproliferativen Neoplasien (MPN). Studien zeigen, dass 15 - 30% der
Patienten mit SVT eine MPN aufweisen, wahrend der Anteil beim BCS mit 30-50% noch
hoher ist (Ollivier-Hourmand et. al., 2018; Smalberg et al., 2012). Auch Thrombophilien
kénnen die Entstehung einer SVT begunstigen (siehe Abschnitt 1.3.3). Zu den hereditaren
Thrombophilien zéhlen ein Mangel an Protein C (PC) oder Protein S (PS), die Faktor-V-
Leiden-Mutation (FVL) oder die Prothrombin-G20210A-Mutation (PTM). Neben
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genetischen Risikofaktoren spielen auch erworbene Thrombophilien eine Rolle (Intagliata
et al., 2019; Kawata et al., 2021).

Lokale Hauptrisikofaktoren fur die Entwicklung einer PVT oder MVT sind insbesondere
Lebererkrankungen (siehe Abschnitt 1.1.5) und nicht-hdmatologische Malignome des
Abdomens. Etwa ein Viertel der Patienten mit PVT weist eine maligne Grunderkrankung
auf (Kawata et al., 2021; Ogren et al., 2006). Malignome kdnnen Uber verschiedene
Mechanismen eine  Hyperkoagulabilitdit fordern, darunter eine  verstéarkte
Endothelaktivierung, eine vermehrte  Thrombinbildung sowie eine direkte
Gefallschadigung (Grover et al., 2021; Hisada und Mackman, 2017). Zudem erhéhen
Faktoren wie Immobilisation, chirurgische Eingriffe oder Chemotherapie das
Thromboserisiko zuséatzlich.

Weitere lokale Risikofaktoren flir eine SVT sind abdominalchirurgische Eingriffe wie
Splenektomie oder Lebertransplantation, intraabdominelle Infektionen wie Pankreatitis
oder Divertikulitis sowie Traumata. Auch systemische Risikofaktoren wie Autoimmun- und
inflammatorische  Erkrankungen (z.B. Morbus Crohn), Hormontherapien oder
Schwangerschaft kdnnen die Entstehung einer PVT beglnstigen (Ageno et al., 2014;
Intagliata et al., 2019; Valeriani et al., 2019). Tab. 1 zeigt eine Ubersicht der Risikofaktoren
der nicht-zirrhotischen SVT.

Tab. 1: Risikofaktoren der nicht-zirrhotischen SVT. JAK2, Januskinase 2; MPN,
Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert tibernommen aus Intagliata et al., 2019).

Maligne Erkrankungen Nicht-maligne systemische Risikofaktoren
e MPN e Autoimmunerkrankungen und
e JAK2-Mutation Vaskulitiden
e Andere Malignome ¢ Inflammatorische
Darmerkrankungen

e Schwangerschaft
e Hormontherapien

Hereditare Thrombophilien Lokale Risikofaktoren
e Faktor-V-Leiden-Mutation e Intraabdominale Entziindungen
e Prothrombin-G20210A-Mutation e Traumata
e Protein-C- oder Protein-S-Mangel e Abdominelle Malignome
e Antithrombinmangel e Abdominelle Operationen

Erworbene Thrombophilien
e Antiphospholipidsyndrom
e Paroxysmale nachtliche
Hamoglobinurie
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1.1.5 Lebererkrankungen und SVT

Die Leberzirrhose ist die haufigste Lebererkrankung, die die Pathogenese einer SVT
beglnstigt (Rajani et al., 2010). Die Pathogenese ist multifaktoriell und lasst sich durch
die sogenannte Virchow-Trias erklaren, die eine Kombination aus reduziertem
portalvendsem Blutfluss, Hyperkoagulabilitat und Endothelschéadigung umfasst (Intagliata
et al., 2019; Senzolo et al., 2021). Eine klinische Studie zeigte, dass Patienten mit einem
Pfortaderfluss von <15 cm/s ein signifikant hoheres Risiko fur eine PVT haben als
Patienten mit einem Pfortaderfluss >15 cm/s (Stine et al., 2018).

Die Leberzirrhose ist mit Veranderungen der Hamostase verbunden, die das
Gleichgewicht in Richtung Hyperkoagulabilitaét verschieben (Intagliata et al., 2019;
Senzolo et al., 2021). Charakteristisch sind ein erhdhter Spiegel von Faktor VIII (FVIII)
sowie eine Verminderung des Protein C (PC), das in seiner aktivierten Form (APC)
physiologisch als Neutralisator von aktiviertem FVIII wirkt. Eine Verschiebung des
PC/FVIII Verhaltnisses kann das Risiko fur eine Thrombusbildung erhdhen (Intagliata et
al.,, 2019). Daruber hinaus weisen Patienten mit Leberzirrhose haufig erhdhte
Plasmapiegel des von-Willebrand-Faktors (VWF) auf, der ebenfalls zur
Hyperkoagulabilitat beitragt und das PVT-Risiko steigert.

Neben der systemischen Gerinnungsaktivierung konnen auch lokale Faktoren die
Entstehung einer PVT beglnstigen. Eine vermehrte Endothelschadigung der Pfortader
durch bakterielle Translokation, lokale Entziindungsprozesse und Endotoxamie wurde als
zusatzlicher Mechanismus beschrieben (Senzolo et al., 2021). Zudem kénnen Therapien
oder chirurgische Eingriffe im Zusammenhang mit Leberzirrhose oder malignen
Lebertumoren, wie Hepatektomie oder Radioembolisation die Entwicklung einer PVT
fordern. Auch nach Anlage eines transjugularen intrahepatischen Shunts (TIPS) kann es
in Einzelfallen zur Thrombosebildung kommen (Intagliata et al., 2019).

Neben der Leberzirrhose sind weitere Lebererkankungen mit einem erhohten PVT-Risiko
assoziiert. Dazu z&hlen alkoholbedingte Lebererkrankungen, Virushepatitiden,
kryptogene  Leberzirrhose,  Autoimmunhepatitis und die nicht-alkoholische

Fettlebererkrankung (Rajani et al., 2010).
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1.1.6 Myeloproliferative Neoplasien

1.1.6.1 Formen

MPN sind klonale Erkrankungen der hamatopoteischen Stammzellen, die durch eine
unkontrollierte Vermehrung differenzierter Blutzellen gekennzeichnet sind. Sie gehodren
zu den malignen hamatologischen Erkrankungen und umfassen unter den Philadelphia-
negativen Formen insbesondere Polycythaemia Vera (PV), essenzielle Thrombozythamie
(ET) und priméare Myelofibrose (PMF) (Nangalia und Green, 2017). Wahrend PV vorrangig
durch eine Ubermalige Erythropoese charakterisiert ist, steht bei ET die gesteigerte
Produktion von Thrombozyten im Vordergrund. Bei PMF fuhrt die klonale Expansion
hamatopoetischer Vorlauferzellen zu einer reaktiven Knochenmarkfibrose mit

zunehmender hamatopoetischer Insuffizienz (Greenfield et al., 2021).

1.1.6.2 Mutationen

Die molekulargenetische Grundlage der MPN beruht auf somatischen Mutationen, die in
den betroffenen Zellklonen nachweisbar sind und sich gegenseitig ausschlieen. Die
haufigsten sind Mutationen im Januskinase-2-Gen (JAK2), im Calreticulin-Gen (CALR)
und im Thrombopoetin-Rezeptor-Gen (MPL). Wahrend bei PV in Gber 95 % der Félle eine
JAK2-V617F-Mutation nachweisbar ist, treten CALR- oder MPL-Mutationen hier nicht auf.
Bei ET liegt die JAK2-V617F-Mutation in etwa 60 % der Félle vor, wahrend CALR- und
MPL-Mutationen mit einer Pravalenz von etwa 20 % bzw. 3 % beschrieben sind. Bei PMF
zeigt sich eine &hnliche Verteilung mit einer JAK2-Mutationsh&ufigkeit von etwa 60 %,
CALR-Mutationen in 25 % und MPL-Mutationen in 7 % der Féalle (Tefferi und Pardanani,
2015).

Bezogen auf SVT haben epidemiologische Studien gezeigt, dass die JAK2-V617F-
Mutation bei 17-35 % der Patienten mit PVT und 30-45 % der Patienten mit BCS
nachgewiesen werden kann (Smalberg et al., 2012). Diese hohe Pravalenz unterstreicht
die pathogenetische Bedeutung der Mutation im Kontext thrombotischer Komplikationen.
Entsprechend ist das molekulargenetische Screening auf JAK2-V617F mittlerweile
Bestandteil der Standarddiagnostik bei Patienten mit SVT (Smalberg et al., 2012).
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1.1.6.3 Klinik der MPN und Thromboserisiko

MPN manifestieren sich typischerweise zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr (El-
Sharkawy und Margolskee, 2021). GemdalRl den Kiriterien der Weltgesundheits-
organisation (WHO) umfasst die Diagnostik neben klinischen Parametern das periphere
Blutbild, die Untersuchung der Knochenmarkmorphologie, die Karyotypanalyse und
molekulargenetische Tests (Kvasnicka, 2019). Neben der Gefahr der leuk&mischen
Transformation oder einer fibrotischen Progression stellen thrombotische Komplikationen
die haufigste und klinisch relevanteste Manifestation der MPN dar (Teffeni und Pardanani,
2015).

Das Thromboserisiko ist einerseits durch die erhdhte Zellzahl bedingt, andererseits durch
funktionelle Veranderungen der Blutzellen, die zu einer Hyperkoagulabilitat fihren. Dazu
zahlen die verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen auf Thrombozyten und
Leukozyten sowie eine vermehrte Sekretion proinflammatorischer Zytokine. Diese
Prozesse fordern die Aktivierung des Endothels, was in Kombination mit oxidativem
Stress und proteolytischen Enzyme aus Leukozyten zu einer prothrombotischen
Gefallveranderung fuhrt (Barbui et al., 2013). Die pathophysiologische Bedeutung dieser
Mechanismen zeigt sich auch in einer erhohten Plasmakonzentration von
Gerinnungsaktivierungsmarkern. Zudem konnte in Studien bei MPN-Patienten eine
erworbene APC-Resistenz nachgewiesen werden (Barbui et al., 2013), die insbesondere
bei Tragern der JAK2-V617F-Mutation mit ET oder PV ausgepragt ist (Barbui et al., 2013).
Zuséatzlich wurde gezeigt, dass die Expression der JAK2-V617F-Mutation in
Endothelzellen die Adhasion mononukleérer Zellen verstarkt, was die prothrombotische

Neigung weiter begunstigt (Farina et al., 2021).

1.1.6.4 Therapie und Thrombosepravention

Die Therapie der MPN zielt priméar auf die Reduktion der klonalen Zellproliferation ab und
hat gleichzeitig eine antiinflammatorische Wirkung (Moliterno et al., 2021). Zur
Thromboseprophylaxe erhalten Patienten mit PV und ET in der Regel niedrig dosierte
Acetylsalicylsaure (ASS), wahrend bei Hochrisikopatienten eine zusatzliche zytoreduktive
Therapie indiziert ist. Am haufigsten wird hierzu Hydroxyharnstoff eingesetzt, wobei
Interferon-alfa und Busulfan als Alternativen zur Verfligung stehen (Teffeni und

Pardanani, 2015). In den letzten Jahren wurden vermehrt JAK-Inhibitoren wie Ruxolitinib
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in der Therapie von MPN eingesetzt, insbesondere bei symptomatischer PMF oder bei
PV mit unzureichender Kontrolle durch konventionelle Therapie (Greenfield et al., 2021).
Bei fortgeschrittener PMF stellt die allogene Stammzelltransplantation die einzige kurative

Behandlungsoption dar (Teffeni und Pardanani, 2015).

1.1.7 Klinik der SVT

SVT werden haufig als Zufallsbefund diagnostiziert. In einer Studie, die zwischen 2007
und 2018 durchgefihrt wurde, wurden etwa 45 % der SVT erst im Rahmen bildgebender
Untersuchungen ohne spezifischen klinischen Verdacht entdeckt. Bei symptomatischen
Patienten stehen Abdominalschmerzen als haufigstes Leitsymptom im Vordergrund,
wobei etwa die Halfte der Patienten primér aufgrund dieser Beschwerden arztliche Hilfe
sucht (Kawata et al., 2021).

Die klinische Préasentation einer PVT hangt vom Erkrankungsstadium ab. Im akuten
Verlauf konnen Fieber, Abdominalschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhé auftreten.
Chronische Verlaufe sind haufig durch eine kavernése Transformation der Pfortader mit
begleitender Obstruktion gekennzeichnet, die eine portale Hypertonie und die Ausbildung
periportaler Kollateralvenen zur Folge haben kann. Das BCS kann sich im akuten Stadium
durch Aszites und hepatische Nekrose auf3ern, wahrend subakute Verlaufe durch Zeichen
der portalen Hypertension und eine zunehmende Leberzirrhose gekennzeichnet sind. Ein
erheblicher Anteil der Patienten, etwa ein Viertel, bleibt jedoch asymptomatisch (Ageno
et al., 2014).

Fur die Diagnostik einer SVT ist der Ultraschall die Methode der ersten Wabhl,
insbesondere die farbkodierte Duplexsonographie, mit der sowohl thrombotische
Verschlisse als auch hAmodynamische Veranderungen beurteilt werden kénnen. In der
Regel wird zur weiteren Abklarung eine Computertomographie (CT) oder
Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefuhrt, um die genaue Lokalisation der
Thrombose sowie mdgliche zugrunde liegende Ursachen zu identifizieren (Intagliata et
al., 2019).

Die Therapie richtet sich nach der Atiologie und dem Stadium der Erkrankung. Die
American Association of Liver Diseases empfiehlt eine Antikoagulation Gber mindestens
drei Monate fur Patienten mit akuter oder chronischer PVT. Bei Patienten mit einem

persistierenden Risikofaktor, insbesondere bei begleitender MVT oder bei BCS, wird eine
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dauerhafte Antikoagulation empfohlen (Ageno et al., 2014). Bei nachgewiesener MPN
oder einer relevanten Thrombophilie ist ebenfalls eine unbefristete Antikoagulation
indiziert (Shatzel et al.,2019).

Auch der Baveno-VII-Konsensus spricht sich fur eine langfristige Antikoagulation bei
Patienten mit dauerhaft erhbhtem Thromboserisiko aus. Dazu zahlen unter anderem
Patienten mit MPN, paroxysmaler nachtlicher Hamoglobinurie, Antiphospholipidsyndrom,
Morbus Behcet oder einer spontanen Thrombose in der Anamnese (Elkrief et al., 2023).
Die Wahl des Antikoagulans héngt von individuellen Faktoren ab, darunter
Begleiterkrankungen des Patienten, Blutungsrisiko und Lokalisation der Thrombose.
Haufig erfolgt zunéchst eine Behandlung mit niedermolekularem Heparin, gefolgt von
einer Umstellung auf Vitamin-K-Antagonisten (VKA) mit einer angestrebten International
Normalized Ratio (INR) zwischen 2,0 und 3,0. Direkte orale Antikoagulantien (DOAK)
werden zunehmend zur Therapie der SVT eingesetzt (Elkrief et al., 2023), sind jedoch fur
diese Indikation noch nicht zugelassen und bei schwerer Leberzirrhose kontraindiziert
(Intagliata et al., 2019; Monaco et al., 2023).

Eine Rekanalisierung der betroffenen Venen gelingt in etwa 30 % der Félle innerhalb von
sechs Monaten, wahrend eine spontane Rekanalisierung selten ist (Elkrief et al., 2023).
Die wichtigste Komplikation der Antikoagulation ist das Blutungsrisiko (Kawana et al.,
2021). Studien zeigen eine erhdhte Inzidenz gastrointestinaler Blutungen bei
antikoagulierten Patienten mit SVT (Ageno et al., 2014). Die Herausforderung in der
klinischen Praxis besteht in der Balance zwischen der Hyperkoagulabilitat bei SVT-
Patienten und dem durch die Antikoagulation erhthten Blutungsrisiko. Invasive
Therapieoptionen wie die Thrombolyse oder die Anlage eines TIPS kommen bei
bestimmten Patienten in Betracht. TIPS kdnnen zur Senkung des portalen Drucks und zur
Verbesserung der Durchblutung fuhren (Intagliata et al., 2019).

Die Prognose der Patienten mit SVT variiert in Abhangigkeit von der Grunderkrankung,
dem Ausmald der Thrombose und dem Vorliegen weiterer Risikofaktoren (Valeriani et al.,
2019). Eine PVT ist mit einer einjahrigen Gesamttberlebensrate von etwa 69 % und einer
Funf-Jahres-Uberlebensrate von 54 % assoziiert. Patienten ohne zugrunde liegende
Malignitat oder Leberzirrhose haben jedoch eine deutlich bessere Prognose, mit einer
Uberlebensrate von 92 % nach einem Jahr und 76 % nach fiunf Jahren (Rajani et al.,
2010).
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1.2 Physiologie der Hamostase

Der Prozess der Hamostase gliedert sich in die primare und sekundare Hamostase, die
simultan ablaufen. In der primdren Hamostase bildet sich zunachst ein
Thrombozytenaggregat, der sogenannte weil3e Thrombus (Blutstillung). Wahrend der
sekundaren Hamostase werden plasmatische Gerinnungsfaktoren kaskadenartig
aktiviert, sodass ein Fibringerinnsel (roter Thrombus) entsteht, das den primaren
Thrombus stabilisiert (Blutgerinnung). Dieses Fibringerinnsel erméglicht die Einleitung
von Reparaturprozessen und wird schlieBlich durch das fibrinolytische System wieder
abgebaut (Walzog und Fandrey, 2010).

1.2.1 Primare Hamostase

Die primare Hamostase lasst sich in drei aufeinaderfolgende Phasen einteilen:
Thrombozytenadhéasion, -aktivierung und -aggregation. Die Thrombozytenzahl im
peripheren Blut liegt physiologisch bei etwa 170-400 G/I. Die primare Hamostase ist
normalerweise innerhalb von 2-4 Minuten abgeschlossen (Walzog und Fandrey, 2010).
Nach einer Verletzung des GefalRendothels werden subendotheliale Kollagenfasern
freigelegt. Der von-Willebrand-Faktor (VWWF), ein essenzielles Protein fiur die initiale
Thrombozytenadhé&sion, stammt vorwiegend aus Endothelzellen. Thrombozyten binden
Uber ihren Oberflachenrezeptorkomplex Glykoprotein (GP) Ib/IX/V zunachst indirekt
mittels VWF an die Kollagenfasern des verletzten Gefal3es. Zusatzlich interagieren
Thrombozyten auch direkt Uber GP la/lla und GP VI mit freigelegten Kollagenfasern,
wodurch die stabile Adhasion ermdglich wird (Hoth und Wischmeyer, 2017; Walzog und
Fandrey, 2010).

Der Thrombozytenadhasion folgt die Thrombozytenaktivierung. Dabei werden zunachst
Inhaltsstoffe aus den Granula der Thrombozyten freigesetzt, darunter vasoaktive
Substanzen (Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin, Katecholamine),
Gerinnungsfaktoren (Faktor (F)V, FVIII und Fibrinogen), Wachstumsfaktoren sowie
adhasive Proteine (VWF und Thrombospondin). Durch die Aktivierung kommt es zur
Formveranderung der Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien und Expression
des GP-lIb/llla-Rezeptorkomplexes auf der Thrombozytenoberflache (,viskbse
Metamorphose®). Uber GP lib/llla vermitteln insbesondere Fibrinogen und

Thrombospondin innerhalb kurzer Zeit (etwa eine Minute) die Aggregation der
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Thrombozyten zum weil3en Thrombus. Parallel bewirken ADP, Serotonin und
Katecholamine eine Vasokonstriktion, wodurch der Blutfluss reduziert wird (Hoth und
Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010).

Aktivierte Thrombozyten bilden au3erdem Thromboxan A2 und den Platelet Activating
Factor (PAF). Thromboxan A2 wirkt stark vasokonstriktorisch und fordert die weitere
Thrombozytenaktivierung. Insgesamt verstarken und stabilisieren ADP, Thromboxan A2
und PAF die primare Hamostase (Walzog und Fandrey, 2010).

1.2.2 Sekundare Hamostase

Wahrend der sekundaren Hamostase entsteht der sogenannte rote Thrombus, bestehend
aus Fibrinfaden sowie darin eingelagerten Zellen wie Erythrozyten und Leukozyten. Die
sekundare Hamostase (gliedert sich in drei Phasen: Aktivierungsphase,
Koagulationsphase und Retraktionsphase. Dabei werden Gerinnungsfaktoren in einer
kaskadenartigen Abfolge aktiviert und mit romischen Zahlen bezeichnet, wobei der Suffix
,a- fur die aktivierte Form steht (Hoth und Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010).
In der Aktivierungsphase unterscheidet man einen exogenen (,extrinsischen“) von einem
endogenen (,intrinsischen®) Weg, die simultan ablaufen und auf einer gemeinsam
Endstrecke zusammengefihrt werden. Der exogene Aktivierungsweg beginnt mit dem
Tissue Factor (TF, Gewebefaktor), der subendothelial lokalisiert ist und bei
Gefallverletzungen freigelegt wird. TF bildet zusammen mit FVlla, Calcium und
Phospholipiden einen Komplex, der FX zu FXa aktiviert. Dieser exogene Wegq initiiert die
Blutgerinnung priméar. Der endogene Weg verstarkt diesen Vorgang und beginnt durch
Kontaktaktivierung von FXII durch negativ geladene Oberflachen in Anwesenheit von
Prakallikrein und Kininogen. FXlla aktiviert FXI zu FXla, und FXla wiederum aktiviert FIX
zu FIXa. FIXa bildet gemeinsam mit FVIlla, Calcium und Phospholipiden einen Komplex,
der ebenfalls FX zu FXa aktiviert. Beide Wege munden in der Aktivierung von FX, sodass
in der gemeinsamen Endstrecke Prothrombin (FIl) durch den Prothrombinase Komplex,
bestehend aus FXa, FVa, Phospholipiden und Calcium, zu aktivem Thrombin (Flla)
umgewandelt wird. Calcium bindet den Prothrombinase-Komplex an negativ geladene
Phospholipide der Zellmembran und erhdht so dessen Aktivitat. Das aktivierte Thrombin
verstarkt die Gerinnung zusatzlich Uber positive Riickkopplungsmechanismen, indem es

die Faktoren V, VIII und Xl aktiviert. Gleichzeitig limitiert der Tissue Factor Pathway
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Inhibitor (TFPI) die Gerinnung und verhindert eine Gberschiel3ende Aktivierung (Hoth und
Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010).

In der Koagulationsphase spaltet Thrombin aus l6slichem Fibrinogen Peptide ab, wodurch
Fibrinmonomere entstehen. Diese lagern sich zunachst durch nicht-kovalente Bindungen
zusammen. Der durch Thrombin aktivierte FXllla bildet anschlieBend kovalente
Bindungen innerhalb der Fibrinpolymere, wodurch stabile Fibrinfaden entstehen, die den
Thrombozytenthrombus umgeben. Thrombozyten und Fibrinfaden sind dabei Uber GP
lIb/lla verbunden (Walzog und Fandrey, 2010).

In der abschlieR3enden Retraktionsphase erfolgt eine Volumenreduktion und Stabilisierung
des Thrombus durch Kontraktion. Diese wird durch einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration in den Thrombozyten ausgel6st, welche das Aktin-Myosin-System
aktiviert und zur Kontraktion des Gerinnsels fiihrt (Hoth und Wischmeyer, 2017; Walzog

und Fandrey, 2010). Abb. 2 stellt extrinsischen und intrinsischen Weg schematisch dar.

Extrinsischer Weg Intrinsischer Weg
Gewebslasion negativ geladene
Pré!(a_llikrein
Cat —p Kininogen
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Prothrombin Thrombin

'—>| XIIIaI
- Fibrin- | fester Fibrin-
Fibrinogen monomere | thrombus

Koagulationsphase Aktivierungsphase

Abb. 2: Sekundare Hamostase. Die romischen Ziffern bezeichnen die jeweiligen
Gerinnungsfaktoren, der Suffix ,a“ kennzeichnet jeweils die enzymatisch aktive Form.
Abkirzungen: Ca?*, Calciumionen; P-Lip, Phospholipide (modifiziert entnommen aus
Hoth und Wischmeyer, 2017)
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1.2.3 Fibrinolyse

Als Fibrinolyse wird die Wiederauflosung eines Fibringerinnsels bezeichnet. Da auch im
intakten Gefal3system regelmaRig kleine Mengen Fibrin entstehen, stellt die Fibrinolyse
den physiologischen Gegenspieler der Hamostase dar. Das zentrale Enzym der
Fibrinolyse ist Plasmin, welches durch proteolytische Spaltung aus seiner inaktiven
Vorstufe, dem Plasminogen, entsteht. Verschiedene endogene und exogene Aktivatoren
kénnen diese Umwandlung bewirken. Wichtige endogene Aktivatoren sind der vom
Endothel gebildete tissue-type Plasminogenakitvator (t-PA) oder die in den ableitenden
Harnwegen exprimierte Urokinase (Walzog und Fandrey, 2010). Das gebildete Plasmin,
spaltet das Fibrinnetz in l6sliche Fibrinspaltprodukte (D-Dimere und andere Fragmente).
Dartber hinaus baut Plasmin auch Gerinnungsfaktoren proteolytisch ab. Somit wirkt
Plasmin sowohl fibrinolytisch als auch gerinnungshemmend (Hoth und Wischmeyer,
2017).

1.3 Regulationsmechanismen der Gerinnungsaktivierung: Pathophysiologie und SVT

Der menschliche Organismus verfiigt Giber verschiedene Regulationsmechanismen, die
das Gleichgewicht der plasmatischen Gerinnung aufrechterhalten. Diese Mechanismen
greifen gezielt in den Hamostaseprozess ein, wodurch die aktivierte Gerinnung
physiologisch auf den Ort der Gefal3verletzung begrenzt bleibt. Neben dem TFPI-System
und dem Antithrombin (AT)-Heparin-System spielt dabei insbesondere das Protein-C

(PC)-System eine wichtige Rolle, vor allem im Kontext der Pathogenese der SVT.

1.3.1 AT-Heparin-System

AT wirkt durch die Bildung stabiler Komplexe als physiologischer Inhibitor von Thrombin,
FXa sowie weiterer Gerinnungsfaktoren. AT zirkuliert im Blut in einer schwach aktiven
Form und erfahrt erst durch die Interaktion mit Heparin eine Konformationsédnderung,
welche seine inhibitorische Wirkung stark erhoht. Heparin wird endogen in Mastzellen
gebildet und liegt physiologisch als heparinartiges Molekiul auf der Oberflache von
Endothelzellen vor; es kann zudem therapeutisch zur Antikoagulation verabreicht werden.
Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin ist jedoch an die Anwesenheit

ausreichender Mengen von AT im Blut gebunden. Ein angeborener AT-Mangel erhdht
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daher das Risiko fur thrombotische Ereignisse (Neumaier und Dorn-Beineke, 2009; Hoth
und Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010).

1.3.2 PC-System

PC wird Vitamin K-abhangig in der Leber synthetisiert und zirkuliert zunachst als inaktives
Zymogen einer Serinprotease im Plasma (Walker, 1981). Thrombomodulin, ein am
Endothel membrangebundenes Protein, kann im Blut zirkulierendes Thrombin binden.
Dabei verliert Thrombin seine Fahigkeit, die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin zu
katalysieren. Stattdessen aktiviert der Thrombin-Thrombomodulin-Komplex proteolytisch
PC (Hoth und Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010). Diese Aktivierung wird
durch Bindung an den endothelialen Protein-C-Rezeptor (EPCR) verstarkt (Taylor et al.,
2001).

Das entstandene APC bindet an Protein S (PS), das ebenfalls Vitamin-K-abhangig in der
Leber synthetisiert wird und als essenzieller Kofaktor fur APC fungiert (Walker, 1981). Der
APC-PS-Komplex inaktiviert durch proteolytische Spaltung die Gerinnungsfaktoren Va
und Vllla, wodurch die Thrombinbildung vermindert und somit die Gerinnung gehemmt
wird (Hoth und Wischmeyer, 2017; Walzog und Fandrey, 2010).

Ein PC- oder PS-Mangel verschiebt das Gleichgewicht in Richtung Hyperkoagulabilitat.
Neben seiner gerinnungshemmenden  Wirkung  besitzt APC  zusatzlich
antiinflammatorische und zytoprotektive Eigenschaften. Veranderungen des PC-Spiegels
kénnen daher die Pathogenese thrombo-inflammatorischer Erkrankungen wie der Sepsis
beglnstigen. Gerade bei ungeklarten, rezidivierenden VTE, bei jungen Patienten oder
familiarer Belastung ist eine Diagnostik auf angeborenen PC- und PS-Mangel im Rahmen
einer Thrombophiliediagnostik sinnvoll. Hereditdre Mangel an PC und PS folgen einem
autosomal-dominantem Erbgang (Dorner et al., 2006). Auch Antikoagulantien kdnnen das
PC-System beeinflussen. Insbesondere VKA reduzieren aufgrund ihrer Wirkungsweise
neben Vitamin-K-abhéngigen Gerinnungsfaktoren auch PC und PS (Metze et al., 2022).
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1.3.3 Weitere Thrombophilien

Unter dem Begriff Thrombophilien werden Erkrankungen zusammengefasst, die mit einer
pathologischen Verschiebung des Gleichgewichts der plasmatischen Gerinnung in
Richtung Hyperkoagulabilitat einhergehen. Dabei unterscheidet man hereditdre und
erworbene thrombophile Risikofaktoren (Dautaj et al., 2019).

Zu den hereditaren Risikofaktoren z&hlen die bereits erwéhnten Inhibitorenmangel AT-,
PC- oder PS-Mangel sowie FVL und PTM (Neumaier und Dorn-Beineke, 2009). FVL und
PTM sind dabei die beiden haufigsten genetischen Risikofaktoren fir Thrombophilien
(Emmerich et. al., 2001; Qi et al., 2021). Beide beruhen auf einer Punktmutation im
jeweiligen Gen: Bei der FVL entsteht ein veranderter FV bzw. FVa, der gegen eine
Inaktivierung durch APC resistent ist (Qi et al.,, 2021). Bei homozygoter FVL ist das
Thromboserisiko im Vergleich zur Normalbevélkerung bis zu 90-fach erhéht (Walzog und
Fandrey, 2010). Die PTM hingegen verursacht eine erhdhte Prothrombin-Konzentration
im Blut. (Qi et al., 2021).

In Metaanalysen wurde gezeigt, dass die FVL sowohl mit einem erhdhten Risiko der
Entwicklung einer PVT als auch eines BCSs assoziiert ist. Hingegen wurde die PTM mit
einem erhohten Risiko fur die PVT, jedoch nicht nicht oder in geringerem Umfang mit dem
BCS assoziiert (Qi et al., 2021; Ageno et al., 2014). Aufgrund dieser Datenlage empfiehlt
die American Association for the Study of Liver Diseases ein routinemalfiiges Screening
auf diese beiden Mutationen bei Patienten mit diagnostizierter PVT oder BCS (Qi et al.,
2014).

Zu den erworbenen thrombophilen Risikofaktoren z&hlen unter anderem das
Antiphospholipidsyndrom und die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (Hill et al.,
2017; Parker et al. 2005).

1.3.4 Rolle des PC-Systems im Pathomechanismus der SVT

Die genaue Pathogenese der SVT ist bisher nicht vollstandig geklart und hangt wesentlich
von der zugrunde liegenden Atiologie ab. Wie bereits erwahnt, stellen MPN, nicht-
hamatologische Malignome und Leberzirrhose die drei wesentlichen Risikogruppen fur
SVT dar. In allen drei Risikogruppen scheint das PC-System als zentraler

antikoagulatorischer Regulationsmechanismus eine wichtige Rolle zu spielen.
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Bei MPN-Patienten, insbesondere im Zusammenhang mit der JAK2-V617F-Mutation,
wurde eine erworbene APC-Resistenz  beschrieben, die wesentlich zur
Hyperkoagulabilitat beitragt (Barbui et al., 2013; Farina et al., 2021). Diese erworbene
APC-Resistenz unterscheidet sich von der bereits beschriebenen hereditaren APC-
Resistenz bei der FVL (siehe 1.3.3), zeigt jedoch ebenfalls eine verminderte
Ansprechbarkeit der aktivierten Gerinnungsfaktoren V und VIII gegentber APC.
Zusatzlich wurde beschrieben, dass die Expression der JAK2-V617F-Mutation in
Endothelzellen selbst prothrombotische Veradnderungen bewirkt, welche die APC-
Resistenz weiter verstarken konnten (Farina et al, 2021). Im Kontext nicht-
hamatologischer Malignome spielt eine verstarkte Thrombinbildung eine zentrale Rolle
(siehe Abschnitt 1.1.4). Dabei fordern mehrere Mechanismen wie erhdéhte Expression von
TF und direkte Aktivierung oder Schadigung endothelialer Zellen die Entstehung einer
Hyperkoagulabilitat (Hisada und Mackman, 2017; Grover et al., 2021). Diese vermehrte
Thrombinbildung konnte wiederum durch das PC-System als physiologischen
Gegenspieler partiell kompensiert werden. Bei Patienten mit Leberzirrhose ist das PC-
System, wie bereits dargestellt (siehe Abschnitt 1.1.5), ebenfalls erheblich beeintrachtigt.
Hier besteht ein gestortes Gleichgewicht zwischen gerinnungsférderndem FVIII einerseits
sowie gerinnungshemmenden Proteinen (PC und PS) andererseits, wodurch die
Thrombinbildung gesteigert wird (Tripodi et al., 2009; Gatt et al., 2010).
Zusammenfassend legen diese  bereits bekannten  pathophysiologischen
Zusammenhange nahe, dass Veradnderungen des PC-Systems, sei es durch eine
erworbene Resistenz, gestorte Balance zwischen Gerinnungsfaktoren oder erhodhte
Thrombinbildung, zur erhéhten Thromboseneigung bei SVT-Patienten beitragen kénnten.
In der Arbeitsgruppe der Verfasserin konnte bereits gezeigt werden, dass die
Plasmaspiegel der beiden Schlisselenzyme des PC-Systems, Thrombin und APC, bei
Patienten mit MPN erhoht sind (Berens et al., 2017). Ein &hnliches Bild findet sich bei
Patienten mit hereditéaren thrombophilen Risikofaktoren wie FVL oder PTM (Rihl et al.,
2018; Rihl et al., 2019).
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1.4 Ziel der Arbeit

Da die Rolle des PC-Systems bei der Entstehung der SVT bislang nicht ausreichend
untersucht wurde, war es das Ziel dieser Arbeit, die Hyperkoagulabilitéat bei Patienten mit
SVT genauer zu charakterisieren. Hierzu sollten insbesondere die Plasmaspiegel der
Schlisselenzyme des PC-Systems, Thrombin und APC, sowie weiterer Marker der
Gerinnungsaktivierung analysiert werden. Dabei wurde die Hypothese gepruft, ob sich
Patienten mit SVT und begleitender MPN hinsichtlich der Aktivierung des PC-Systems
von SVT-Patienten ohne MPN unterscheiden.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden zwei Kohorten von SVT-Patienten gebildet
und miteinander verglichen: SVT-Patienten mit nachgewiesener MPN (SVT-MPN*) und
SVT-Patienten ohne nachweisbare MPN (SVT-MPN-). Zusétzlich wurden Plasmaproben
gesunder Kontrollpersonen analysiert, um Referenzwerte der untersuchten
Aktivierungsmarker zu erhalten.

Im Verlauf der Analysen stellte sich heraus, dass eine bestehende
Antikoagulationstherapie einen relevanten Einfluss auf die gemessenen Marker hat.
Deshalb erfolgte zusatzlich eine Subgruppenanalyse, in der der Einfluss der

Antikoagulation auf die Aktivierungsmarker im Plasma genauer untersucht wurde.
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2. Material und Methoden

2.1 Erlauterungen zu ethischen Aspekten

Das Studienvorhaben wurde vor Beginn der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Universitat Bonn vorgelegt, die gegen dieses Vorhaben keine Bedenken erhoben hat
(Aktenzeichen 191/15). Die Durchfihrung der Studie erfolgte im Einklang mit den
ethischen Grundsatzen der Deklaration von Helsinki in der jeweils giltigen Fassung. Fur
alle in dieser Dissertation beschriebenen StudienmalRnahmen und ausgewerteten Daten
lag eine vorher eingeholte schriftliche Einwilligung der betroffenen Personen vor. Der
Schutz der Patientendaten wurde durch strikte Anonymisierung gewahrleistet.

2.2 Material

2.2.1 Verwendete Chemikalien
KME Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland:

Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPOa)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland:

Natriumcarbonat (Na2CO3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Tris-HCI 2mmol/l (pH 8,0)

2.2.2 Verwendete Reagenzien
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland:

Streptavidin ultrapure

Bachem, Weil am Rhein, Deutschland:
Fluorogenes Thrombin-Peptidsubstrat 1-1560 (Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC)
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Baxter, Heidelberg, Deutschland:

Humanes Protein C Konzentrat

CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH, St. Katharinen, Deutschland:

Humanes a-Thrombin

Eli Lilly, Indianapolis, USA:

Humanes rekombinantes APC

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland:

Agua dest. (Ampuwa®)

Invitrogen GmbH, Karslruhe, Deutschland:
Dynabeads M-280 Streptavidin

Microsynth AG, Balgach, Schweiz:
Biotinyliertes Aptamer gegen APC (HSO2-52 G 3'-Bio)
Biotinyliertes Aptamer gegen Thrombin (HD1-22-3'-Bio)

Mitsubishi Tanabe Pahrma GmbH, Disseldorf, Deutschland:

Argatroban (Argatra®)

PanReac AppliChem ITW Reagents, Darmstadt, Deutschland:

Aprotinin

Pentapharm, Basel, Schweiz
Fluorogenes APC-Peptidsubstrat Pefafluor PCa (Pyroglu-Pro- Arg-AMC)

The Medicines Company, Oxfordshire, Vereinigtes Kdnigreich

Bivalirudin
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miunchen, Deutschland:

Bovines Serumalbumin (BSA)
BSA-Biotin

Tween 20

2.2.3 Verwendete Pufferldsungen

1-fach Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7.4:
137 mmol/l NaCl

9,6 mmol/l NazHPO4

2,7 mmol/l KCI

1,5 mmol/l KH2PO4

Aptamerpuffer, pH 7,4:
1 mg/ml BSA

3 mmol/l MgClz

1-fach PBS

Blockpuffer, pH 7,4:
20 mg/ml BSA
1-fach PBS

0,05 % Tween 20

Coating-Puffer, pH 9.0:

Aqua dest.
200 mmol/l NaHCO3
30 mmol/l Na2CO3

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS)-Substratpuffer, pH 8,5:
4 mmol/l CaClz

154 mmol/l NaCl

10 mmol/l TrisHCI
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(TBS)-Aptamerpuffer, pH 7,6:
1 mg/ml BSA

1 mmol/l CaCl:

1 mmol/l MgCl2

154 mmol/l NaCl

10 mmol/l Tris HCI

0,05% Tween 20

TBS-Waschpuffer, pH 7,6:
1 mmol/l CaCl2

1 mmol/l MgCl2

154 mmol/l NaCl

10 mmol/l Tris HCI

0,05% Tween 20

Waschpuffer, pH 7,4:
3 mmol/l MgCl2
1-fach PBS

0,05 % Tween

2.2.4 Verwendete Materialien
Axygen Scientific, Union City, CA, USA:
PlateMax® Polyesterklebefolie fiir 96-Well Mikrotiterplatte

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland:

Vasofix Safty® Venenverweilkanile, 21G

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland:

1-Kanal-Pipetten (0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 0,5-5 ml)
8-Kanal-Pipetten (10-100 pl, 30-300 ul)

epT.l.P.S.® Pipettenspitzen

ReagiergefalRe (1,5 und 2 ml)
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Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich:

Zentrifugierréhrchen (15 ml und 50 ml)

Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland:

Polyvinylidendifluorid-Membran

Nunc A/S, Roskilde, Ddnemark:

Maxisorp Fluoronunc 96-Well Mikrotiterplatte weil3

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland:
Safety-Multifly®-Kantle, 21G
S-Monovette® Gerinnungsanalytik Citrat 9NC 3ml

S-Monovette® Gerinnungsanalytik EDTA
21G- und 23G-Butterfly-Nadel

2.2.5 Verwendete Geréate
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, Deutschland:

Chemilumineszenzdetektor ChemiDoc MP Imaging System

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland:
ELx50 Microplate-Washer

Synergy 2 Plate Fluorescence Reader

Cenco Instrumenten B.V., Breda, Niederlande:

Vortex-Gerat

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland:
Kuhlzentrifuge 5810 R

Thermomixer comfort 5355
Tischzentrifuge 5804




33

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgweder, Deutschland:
Digitalwaage, Modell PL 1200

Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland:
Atellica® Coag 360 System

Sysmex, Kobe, Japan

XN-1000-Hematology Analyzer

Thermo Fischer Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland:

Fluoroskan Ascent FL

2.2.6 Verwendete kommerziell erhéltliche Assays
Tab. 2 listet die kommerziell erhéltlichen Assays auf, die im Rahmen dieser Arbeit

verwendet wurden.

Tab. 2: Verwendete kommerziell erhéltliche Assays.

Parameter Artikel Hersteller

. . REAADS Anti-Beta2 Diapharma Group, West
Anti-B2 Glykoprotein | lgG Glycoprotein | IgG Chester, USA

. . REAADS Anti-Beta2 Diapharma Group, West
SIS ElEefprEis | gh Glycoprotein | IgM Chester, USA

Aesku diagnostics,
Wendelsheim,
Deutschland

Anti-Cardiolipin 1gG and Aeskulisa Phospholipid
IgM Screen GM

Siemens Healthineers,

Antithrombin Berichrom Antithrombin [lI Erlangen, Deutschland

Aktivierte partielle Siemens Healthineers,

Thromboplastinzeit Actin FS Erlangen, Deutschland
Dilute Russell Viper LAL LA2 Siemens Healthineers,
Venom Time ' Erlangen, Deutschland
D-Dimer INNOVANCE D-Dimer Siemens Healthineers,

Erlangen, Deutschland
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Parameter Artikel Hersteller
Faktor-V-Leiden- und

Prothrombin-G20210A- FV-PTH mpx RealFast
Mutation

ViennalLab Diagnostics,
Wien, Osterreich

Siemens Healthineers,

Fibrinogen (nach Clauss) Multifibren U Erlangen, Deutschland

Siemens Healthineers,
Erlangen, Deutschland

International normalized . Siemens Healthineers,
) Dade Innovin
ratio Erlangen, Deutschland

Siemens Healthineers,

Freies Protein S INNOVANCE Free PS Ag

Lupusantikoagulanz Actin FS, Actin FSL Erlangen, Deutschland
Plasmin-a2-Antiplasmin- TECHNOZYM PAP '[echnoclone, Wien,
Komplex complex ELISA Osterreich
Prothrombinfragment 142 Enzygnost F1+2 Siemens Healthineers,
(monoclonal) Erlangen, Deutschland
Protein C Berichrom Protein C Siemens Healthineers,

Erlangen, Deutschland

Thrombin-Antithrombin- Siemens Healthineers,

TAT micro

Komplex Erlangen, Deutschland
tissue-type .
Plasminogenaktivator t-PA ELISA ‘[echno_clone, Wien,

: Osterreich
(Antigen)

2.3 Patienten und Methoden

2.3.1 Probandenrekrutierung

Die Probanden fir diese prospektive Studie wurden zwischen Januar 2022 bis Dezember
2023 am Universitatsklinikum Bonn eingeschlossenen. Die Rekrutierung der Patienten
mit SVT erfolgte durch konsiliarische Uberweisung an die hamostaseologische Ambulanz
des Instituts fur Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin. Als gesunde
Kontrollpersonen dienten freiwillige Blutspender, die Uber den Blutspendedienst des

Instituts rekrutiert wurden.

2.3.2 Zulassungskriterien der Studienteilnehmer
Die Studienteilnahme erfordete ein Mindestalter von 18 Jahren. Nach Erteilung der
Einwilligung erfolgte eine Prifung der Eignung sowohl fir die Patienten mit SVT als auch

fur die gesunden Kontrollpersonen. Alle Studienteilnehmer durchliefen ein Thrombophilie-
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Screening, das die Bestimmung von AT, PC, freiem PS, Dilute Russell Viper Venom Time,
Lupus-sensitiver und Lupus-unsensitiver aktivierter partiellen Thromboplastinzeit (aPTT)
sowie Anti-Cardiolipin- und Anti-B2-Glykoprotein-I-Antikbrpern beinhaltete, ergénzt um
Untersuchungen auf FVL und PTM. Auffallige Befunde im Thrombophilie-Screening
fuhrten bei den gesunden Kontrollpersonen zum Studienausschluss. Aufgrund des
Nachweises einer FVL wurden zwei Probanden von der Studie ausgeschlossen.

Die detaillierte Ubersicht zu Einschluss- und Ausschlusskriterien ist als Flussdiagramm in

Abb. 3 dargestellt.

2 Auf Eignung untersuchte Studienteilnehmer

g - Patienten mit SVT in der Anamnese: 82

é - Gesunde Kontrollpersonen: 32
Einschlusskriterien: nusschlusskriterien: \
Mindestalter 18 Jahre und - Auffalligkeiten im Thrombophilie-Screening: 2
Einwilligungsfahigkeit Probanden der Kontrollgruppe

= \ - Unvollstandige MPN-Abklarung: 8 Patienten

é, - Thrombosen auf3erhalb des

w Splanchnikusgebietes oder behandlungs-

bedirftige Blutungsereignisse innerhalb der
&etzten zwei Monaten: 1 Patient /

Eingeschlossene Studienteilnehmer:
-SVT:n=73
- gesunde Kontrollgruppe: n = 30

-

SVT-MPN* SVT-MPN- Gesunde
n =36 n=237 Kontrollgruppe n = 30

[Auswertung] [Einschluss ]

Abb. 3: Flussdiagramm. Dargestellt sind die Einschluss- und Ausschlusskriterien fur
Patienten mit splanchnischer Venenthrombose (SVT) sowie fir gesunde
Kontrollpersonen. Patienten wurden retrospektive auf Basis vorliegender Krankenakten
hinsichtlich des Vorliegens einer myeloproliferativen Neoplasie (MPN) Uberprift.
Unvollstdndige diagnostische Abklarung, thrombophile Risikofaktoren bei gesunden
Kontrollpersonen, Thrombosen auflerhalb des Splanchnikusgebietes sowie
Blutungskomplikationen innerhalb der letzten zwei Monate vor Studieneinschluss fuhrten
zum Ausschluss (modifiziert Glbernommen aus Reda et al., 2024).
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Patienten mit bekannter SVT, einschliel3lich PVT, MVT, Milzvenenthrombose oder BCS,
wurden bezuglich des Vorliegens einer MPN Uberprift. Dabei erfolgte eine retrospektive
Auswertung der vorliegenden Befunde aus der Krankenakte. Berticksichtigt wurden dabei
insbesondere ein vollstandiges Blutbild, die mikroskopische Beurteilung des peripheren
Blutausstrichs sowie Ergebnisse molekulargenetischer Analysen auf MPN-assoziierte
klonale Mutationen. Bei auffalligen Befunden wurde geprtft, ob zur Diagnosesicherung
bereits eine Knochenmarkbiopsie durchgefiihrt worden war. In allen Fallen mit
dokumentierter MPN (SVT-MPN™*) war die Diagnose durch eine Knochenmarksbiopsie
gesichert. Acht Patienten wurden aufgrund einer unvollstdndigen diagnostischen
Abklarung hinsichtlich einer MPN von der Studienteilnahme ausgeschlossen. Weitere
Ausschlusskriterien waren arterielle oder vendse Thrombosen auf3erhalb des
Splanchnikusgebietes sowie Blutungsereignisse, sofern diese innerhalb der letzten zwei
Monate vor Studieneinschluss aufgetreten waren und medizinisch behandelt werden
mussten. Aus diesem Grund wurde ein Patient ausgeschlossen, bei dem kirzlich eine

gastrointestinale Blutung aufgetreten war, welche eine Bluttransfusion erforderte.

2.3.3 Praanalytik und Probenentnahme

Die Blutentnahme erfolgte mittels einer 21G- oder 23G-Butterfly-Kaniile aus einer
geeigneten peripheren Vene in Citratmonovetten mit einer Endkonzentration von 10,5
mmol/l Natriumcitrat. Fir die Bestimmung von Thrombin wurde diesen Abnahmeréhrchen
Argatroban (Endkonzentration 100 umol/l) zugegeben. Fiur die Bestimmung von APC
wurde ihnen Bivalirudin (Endokonzentration 250 pg/ml) und Aprotinin (Endkonzentration
10 umol/l) zugegeben. Die Patienten setzten wéahrend der Vorstellung zur Blutentnahme
ihre regulare Antikoagulantientherapie fort, um realitadtsnahe Bedingungen sicherzustellen
und reprasentative Biomarkerwerte unter bestehender Antikoagulation zu erhalten. Initial
wurden jeweils die ersten 2 ml Blut verworfen bzw. fur die molekulargenetische
Thrombophiliediagnostik verwendet. Nach der Blutentnahme wurden die Rohrchen bis zur
Zentrifugation maximal 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Die Zentrifugation
erfolgte bei 2600 x g fir 10 Minuten, anschlieRend wurde das Plasma separiert und bis
zur Analyse bei < -70°C gelagert (Reda et al., 2025).
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2.3.4 Laboranalytik

2.3.4.1 Bestimmung von Thrombin und APC mittels OECA

Die Methode des Oligonucleotide-based enzyme capture assay (OECA) zur Bestimmung
von Thrombin bzw. APC wurde erstmals von Miller beschrieben (Muller et al., 2011;
Mdller et al., 2012) und fand bereits in friheren Studien Anwendung (RUhl et al., 2018;
Ruhl et al., 2019). Bei dieser Methode wird Thrombin oder APC durch spezifische Bindung
an ein Aptamer immobilisiert und (ber die Hydrolyserate eines fluorogenen

Peptidsubstrates quantitativ gemessen. (Miller et al., 2012).

2.3.4.1.1 OECA zur Thrombinbestimmung

Die Blutentnahme erfolgte wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben in Natriumcitrat-Monovetten
(Endkonzentration 10,5 mmol/l), denen zusatzlich Argatroban (Endkonzentration 100
pmol/l) zugesetzt war. Argatroban bindet reversibel an das aktive Zentrum sowohl von
freiem als auch fibringebundenem Thrombin und besitzt eine Eliminationshalbwertszeit
von ca. 39-51 Minuten (McKeage und Plosker, 2001). Der Zusatz von Argatroban im
Abnahmerdhrchen (s. Abschnitt 2.3.3) verhindert die Komplexbildung zwischen Thrombin
und seinen physiologischen Inhibitoren wie Antithrombin (Muller et al., 2011).

Zur Durchfihrung des OECA wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte verwendet. Die Wells
wurden zunéchst tber Nacht bei 4°C mit jeweils 100 pl einer Loésung aus 10 pg/ml BSA-
Biotin in Coating-Puffer beschichtet. Danach erfolgte eine dreimalige automatische
Waschung der Wells mit jeweils 300 pl Waschpuffer.

Im nachsten Schritt wurden 100 pl einer Streptaividinlosung (10 pg/ml in Aptamerpuffer)
in jedes Well gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Streptavidin-Beschichtung diente der Immobilisierung der anschlie3end eingesetzten
biotinylierten Aptamere. Es folgten erneut drei automatische Waschschritte mit jeweils
300 pl Waschpuffer.

Nachfolgend wurden die Wells durch Zugabe von jeweils 200 pl Blockpuffer fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur blockiert. AnschlieBend wurde der Blockpuffer abgesaugt
und die Mikrotiterplatten bis zur spateren Verwendung bei -20°C eingefroren.

Zur Durchfiihrung des eigentlichen Tests wurden die Wells mit dem 3'-biotinylierten Anti-
Thrombin-Aptamer HD1-22 beschichtet. Dazu wurde das Aptamer auf eine Konzentration

von 10 nmol/l im Aptamerpuffer verdinnt und je 100 pl pro Well aufgetragen. Nach einer



38

Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Wells wiederum dreimal mit
Waschpuffer gewaschen.

Zur Kalibrierung wurde gepooltes Citratplasma (mit Argatroban in einer Endkonzentration
von 100 umol/l und Thrombin) in einer halblogarithmischen Verdinnungsreihe von 10
ng/ml bis 0 ng/ml Thrombin (entspricht 272 pmol/l bis 0 pmol/l Thrombin) verwendet. Als
interne Qualitatskontrollen dienten Proben aus gepooltem Normalplasma, denen
definierte Mengen Thrombin (13,6 und 136 pmol/L) zugesetzt war. AnschlieRend wurden
Kalibratoren, Kontroll- sowie Patientenproben zu je 100 pl pro Well pipettiert und fur eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte zunachst ein manueller
Waschschritt mittels 8-Kanal-Pipette zur Vermeidung einer Kontamination der Wells,
gefolgt von drei automatisierten Waschschritten mit jeweils 250 pl Waschpuffer (Mdller et.
al., 2011).

Abschlie3end wurde das fluorogene Thrombin-Peptidsubstrat Pefafluor 1-1560 in einer
Konzentration von 100 pumol/l in TBS-Substratpuffer zu je 100 ul auf jedes Well gegeben.
Unmittelbar nach Zugabe des Substrats erfolgte eine initiale Messung der
Fluoreszenzintensitat (Leerwert), nach 2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Endmessung durchgefihrt. Die Thrombinkonzentrationen in den Proben konnten
anschlieend anhand der Standardkurve berechnet werden (Muller et al., 2011). In allen
Messlaufen wurden Aliquots derselben Kontrollproben verwendet. Bei einer Abweichung
der gemessenen Kontrollwerte von den Sollwerten um mehr als 10% wurde der gesamte

Testlauf wiederholt.

2.3.4.1.2 OECA zur APC-Bestimmung

Die Blutentnahme erfolgte wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben in Natriumcitrat-Monovetten
(Endkonzentration 10,5 mmol/l), denen zusatzlich Aprotinin (Endkonzentration 10 pumol/l)
und Bivalirudin (Endkonzentration 250 pg/ml) zugesetzt war. Bivalirudin verhindert hierbei
sowohl die Gerinnung des rekalzifizierten Plasmas (s.u.) als auch die PC-Aktivierung
durch generiertes Thrombin.

Die Vorbereitung der Mikrotiterplatten (Beschichtung mit BSA-Biotin, Immobilisierung von
Streptavidin  sowie die Wasch- und Blockierschritte) erfolgte analog zur oben
beschriebenen Thrombinbestimmung (Abschnitt 2.3.4.1.1). Danach wurden die Wells mit
dem APC-spezifischen 3'- biotinylierten ssDNA-Aptamer HSO2-52G (Konzentration 1
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nmol/l im TBS-Aptamerpuffer) beladen, indem die Aptamerldsung zu je 100 pl pro Well
aufgetragen und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Danach wurden
die Wells erneut dreimal mit TBS-Waschpuffer gewaschen (Miller et al., 2012). Vor der
eigentlichen Messung konnten die vorbereiteten Mikrotiterplatten bis zu acht Wochen bei
-20°C gelagert werden.

Zur Kalibrierung wurde analog zum Thrombin-OECA eine halblogarithmische
Standardkurve mit Poolplasma erstellt, welches rekombinantes APC enthielt. Die
Konzentration betrug dabei 0 bis 10,0 ng/ml APC, entsprechend 0 bis 182 pmol/l. Als
interne Qualitatskontrollen wurden Aliquots von gepooltem Normalplasma verwendet, die
mit definierten APC-Konzentrationen (9,1 und 91 pmol/l) versetzt waren.

Vor der Messung wurden die Patientenproben, Kontrollproben und Kalibratoren durch
Zugabe von CaCl, (Endkonzentration 7,5 mmol/l) rekalzifiziert und anschliel3end in jeweils
100 ul pro Well pipettiert. Die Inkubation erfolgte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur.
Danach wurden die Wells zundchst manuell mit einer 8-Kanal-Pipette geleert, um
Kontaminationen zu vermeiden, gefolgt von drei automatischen Waschschritten mit je
250 pl TBS-Waschpuffer.

Fur die fluorometrische Messung wurde anschlieRend das APC-spezifische fluorogene
Peptidsubstrat Pefafluor PCa in einer Konzentration von 300 pmol/l in TBS-Substratpuffer
zu je 100 pl in die Wells gegeben. Unmittelbar nach Substratzugabe erfolgte die
Leerwertmessung, nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Endmessung durchgefihrt. Die APC-Konzentration der Proben wurde anschliel3end
anhand der Standardkurve ermittelt (Muller et al., 2012). Bei einer Abweichung der

Kontrollproben von mehr als 10 % wurde der jeweilige Messlauf vollstandig wiederholt.

2.3.4.2 Laboranalytik mit kommerziell erhaltlichen Assays

Zur weiteren Laboranalytik wurden kommerziell erhaltliche Tests verwendet, die in Tabelle
2 aufgelistet sind. Gerinnungszeiten, auf Gerinnungszeit basierende Tests sowie die
Parameter AT, PC, freies PS und D-Dimer wurden mit dem Atellica® COAG 360 System
(Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland) und den zugehodrigen Reagenzien
bestimmt. Das Atellica® COAG 360 System ist ein automatisiertes Hamostase-
Analysegerat, welches simultan verschiedene, standardisierte Gerinnungstests
durchfihren kann (Hoérber et al., 2019).
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Die Parameter Prothrombinfragment 1+2 (F1+2), Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT),
Plasmin-a2-Antiplasmin-Komplex (PAP) und tissue-type Plasminogenaktivator (t-PA)
wurden mittels kommerziell erhaltlicher Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
guantifiziert. Das Blutbild wurde mit dem automatisierten hamatologischen

Analysesystem Sysmex XN-1000 (Sysmex, Kobe, Japan) bestimmt.

2.3.4.2.1 Bestimmung der Gerinnungszeiten

Die Messung der Gerinnungszeiten dient zur Diagnose von Gerinnungsstérungen sowie
zur Uberwachung einer antikoagulatorischen Therapie. Hierbei wird unterschieden
zwischen der Thromboplastinzeit (TPZ) bzw. deren standardisierter Form, der INR, zur
Untersuchung des extrinsischen Gerinnungssystems und der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT), die das extrinsische System sowie die gemeinsame
Endstrecke der Gerinnung erfasst. Mit Hilfe von TPZ bzw. INR wird vor allem die Therapie
mit VKA kontrolliert, wahrend die aPTT insbesondere zur Verlaufskontrolle einer
Heparintherapie eingesetzt wird.

Zur Ermittlung der TPZ wurde Citratplasma verwendet. Die Messung erfolgte durch
Zugabe von konzentriertem TF, wodurch das intrinsische System aktiviert wurde. Die Zeit
bis zur Bildung von Fibrin wurde anschlieBend photometrisch erfasst. Der INR-Wert wurde
durch Normierung der TPZ des Patientenplasmas auf die TPZ eines Normalplasma-Pools
berechnet. Das verwendete TF-Reagenz (Innovin®, Siemens Healthineers) ist
international standardisiert, wodurch der INR-Wert labortbergreifend vergleichbar ist
(Dérner et al., 2006; Hoth und Wischmeyer, 2017).

Fur die Bestimmung der aPTT wurde Citratplasma verwendet, das zunachst durch
Zugabe eines Oberflachenaktivators sowie eines Phospholipidreagenzes aktiviert wurde.
Anschlie3end erfolgte durch Zugabe von Calciumionen die Auslésung der intrinsischen
Gerinnungskaskade und die Zeit bis zur Fibrinbildung wurde photometrisch gemessen. In
der vorliegenden Studie wurde hierfir das Actin®-System (Siemens Healthineers)

eingesetzt (Siemens, 2013).



41

2.3.4.2.2 Bestimmung von Aktivierungsmarkern der Gerinnung und Fibrinolyse

Zur Erfassung der Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivierung wurden die
Plasmakonzentrationen von F1+2, TAT, PAP, t-PA und D-Dimere quantifiziert. Die
verwendeten Assays und Hersteller sind in Tabelle 2 dargestellt.

F1+2 ist ein sensitiver Indikator der intravasalen Thrombinbildung, da es bei der
proteolytischen Spaltung von Prothrombin zu Thrombin entsteht (Dorner et al., 2006). Die
F1+2-Konzentration wurde mittels eines Sandwich-ELISA bestimmt. Dabei binden
zunachst immobilisierte Antikbrper das F1+2-Antigen aus der Plasmaprobe.
Anschlie3end erfolgt die Detektion mithilfe eines zweiten enzymmarkierten Antikorpers,
dessen Aktivitdit nach Zugabe eines chromogenen Substrats (Tetramethylbenzidin)
photometrisch bei 492nm bestimmt wird. Die Konzentration ergibt sich aus einer
zugehdrigen Kalibrierkurve (Siemens, 2013).

Mit den Markern TAT und PAP lasst sich die Menge an Thrombin bzw. Plasmin
bestimmen, die im Plasma an ihre spezifischen endogenen Inhibitoren gebunden sind
(RUNl et al., 2015). TAT entsteht, wenn Thrombin mit AT Komplexe bildet, was durch
Heparin und andere Glykosaminoglykane begtnstigt wird (Dorner et al., 2006). PAP-
Komplexe bilden sich analog durch die Bindung von Plasmin an a2-Antiplasmin und
zeigen somit eine gesteigerte fibrinolytische Aktivitat an (Dorner et al., 2006). Die
guantitative Bestimmung beider Marker erfolgte ebenfalls mit Sandwich-ELISA-Verfahren
nach dem oben beschriebenen Prinzip, wobei enzymmarkierte Zweitantikdrper jeweils
spezifisch gegen AT (bei TAT) oder gegen a2-Antiplasmin eingesetzt wurden (Collen,
1979; Heimburger und Pelzer, 1988).

D-Dimere entstehen bei der sekundaren fibrinolytischen Spaltung von vernetztem Fibrin
durch Plasmin. Aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit von etwa 9-10 Stunden eignen sie
sich klinisch insbesondere zum Ausschluss von VTE, da eine niedrige Konzentration
einen hohen negativen pradiktiven Wert aufweist (Dorner et al., 2006; Ruhl et al., 2015).
Die quantitative Bestimmung der D-Dimere erfolgte mittels Latex-Enzym-Immunoassay,
bei dem die durch D-Dimer-Antikorper induzierte Tribung photometrisch erfasst und
guantifiziert wurde (Madlener und Po6tzsch, 2010; Siemens, 2013).

Der gewebespezifische Plasminogenaktivator t-PA katalysiert die Umwandlung von
Plasminogen zu Plasmin und reguliert dadurch physiologisch die fibrinolytische Aktivitat.

Therapeutisch wird t-PA zur Auflosung thrombotischer Gefaldverschllisse genutzt
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(Melchor und Strickland, 2005). Die t-PA-Konzentration wurde ebenfalls mittels Sandwich-
ELISA bestimmt, wobei immobilisierte Antikorper zunachst t-PA aus dem Plasma binden
und ein enzymmarkierter zweiter Antikérper die photometrische Messung nach Zugabe
eines chromogenen Substrats bei 450 nm ermdglicht (Plas et al., 1998; Korninger et al.,
1986).

2.3.4.2.3 Bestimmung der Gerinnungsinhibitoren AT, PC und PS

Die Plasmaspiegel von Protein C (PC), Protein S (PS) und Antithrombin (AT) wurden
vollautomatisiert mittels des Atellica® Coag 360 Systems bestimmt. Die verwendeten
Reagenzien sind in Tabelle 2 aufgefuihrt. Die Bestimmung der AT-Aktivitat erfolgte
chromogen durch Zugabe von Faktor Xa und Heparin zum Citratplasma. Der im Plasma
enthaltene AT bindet dabei an Faktor Xa, wodurch weniger freier Faktor Xa zur Verfigung
steht. Die verbleibende Faktor-Xa-Aktivitat wurde anhand der Geschwindigkeit der
chromogenen Substratspaltung photometrisch bei 405 nm gemessen. Eine hdhere
Substratumsatzrate entspricht einer niedrigeren AT-Aktivitat (Siemens, 2013). Die PC-
Aktivitdt wurde ebenfalls chromogen bestimmt. Hierfir wurde Protein C zunéchst durch
das Schlangengift Protac® (Agkistrodon contortrix) aktiviert und anschlieBend die Aktivitat
des entstandenen aktivierten Protein C (APC) anhand der Spaltung eines chromogenen
Substrats bei 405 nm quantifiziert. Das freie PS-Antigen wurde turbidimetrisch gemessen,
indem Antikorper-beladene Polystyrolpartikel mit freiem Protein S aus der Plasmaprobe
Komplexe bildeten. Die daraus resultierende Tribung, die proportional zur freien PS-

Konzentration ist, wurde photometrisch erfasst (Dérner et al., 2006; Siemens, 2013).

2.3.5 Statistische Auswertung

Die Messergebnisse der Studienkohorten und der Kontrollgruppe werden im Folgenden
als Median mit zugehorigem Interquartilbereich (IQR) angegeben. Zunéchst erfolgte eine
Prifung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test. Kontinuierliche Variablen wurden
bei Normalverteilung mit dem Student-t-Test, andernfalls mit dem Mann-Whitney-Test
verglichen. Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBender paarweiser Korrektur nach Dunn verwendet.

Haufigkeitsverteilungen wurden mittels Chi-Quadrat-Test verglichen. Bei erwarteten

Zellbesetzungen <5 in den Kreuztabellen wurde alternativ der exakte Fisher-Test
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angewendet. Alle Hypothesentests erfolgten zweiseitig, und p-Werte <0,05 wurden als
statistisch signifikant betrachtet. Bei multiplen Vergleichen erfolgte eine Bonferroni-
Korrektur der Signifikanzschwelle. Im Falle des Vergleichs zwischen den drei Gruppen
SVT MPN+, SVT MPN- und gesunde Kontrollpersonen wurden nach Bonferroni-Korrektur
p-Werte <0,0167 als statistisch signifikant betrachtet. Lineare Zusammenhé&nge zwischen
zwei Variablen wurden mittels Korrelationskoeffizienten nach Bravais-Pearson bestimmt,
wobei Werte von p-Werte <0,0024 nach Bonferroni-Korrektur fir 21 Vergleiche als
signifikant galten.

Alle statistischen Analysen wurden mit der XLSTAT-Analysesoftware (Addinsoft, Boston,
USA) durchgefihrt.



44

3. Ergebnisse

3.1 Klinische Merkmale der Studienpopulation

Die Studienpopulation umfasste 73 Patienten mit SVT, davon 36 mit nachgewiesener
MPN (SVT-MPN*), 37 ohne entsprechenden Nachweis (SVT-MPN-) sowie eine
Kontrollgruppe mit 30 gesunden Personen.

Innerhalb der SVT-MPN*-Kohorte fanden sich 14 Patienten mit PV, neun Patienten mit
ET, sieben Patienten mit PMF und zwei Patienten mit Post-PV-Myelofibrose. Bei vier
weiteren Patienten konnte die Art der MPN nicht genauer klassifiziert werden. Von den 36
Patienten mit SVT-MPN* wurde bei 34 eine JAK2-V617F-Mutation und bei einem eine
CALR-Mutation nachgewiesen. Bei einem Patienten wurde keine MPN-assoziierte
Mutation festgestellt. In der SVT-MPN~-Kohorte zeigte ein Patient wiederholt unklare
Ergebnisse hinsichtlich der JAK2-V167F-Mutation, erfiillte jedoch nicht die diagnostischen
Kriterien einer MPN. Drei Patienten wiesen ein BCS auf (SVT-MPN* n=1, SVT-MPN-~
n=2).

Eine hereditare oder erworbene Thrombophilie lag bei sieben Patienten der SVT-MPN*-
Kohorte vor (heterozygote FVL n=5, PTM n=1, Antiphospholipidsyndrom n=1), in der SVT-
MPN--Kohorte bei funf Patienten (heterozygote FVL n=3, homozygote PTM n=1,
kombinierte heterozygote FVL und PTM n=1).

Mit einem Durchschnittsalter von jeweils 56 Jahren unterschieden sich die SVT-MPN*-
und SVT-MPN~—-Kohorten nicht voneinander. Die Kontrollgruppe war mit durchschnittlich
48 Jahren junger (p=0,0082 im Vergleich zur SVT MPN*-Kohorte, p=0,0064 im Vergleich
zur SVT-MPN~-Kohorte). Dies erklart sich durch die obere Altersgrenze fur Blutspender.

Hinsichtlich Geschlecht (50-57% maéannlich) und Body-Mass-Index (Median 21,3-23,6
kg/m?) bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Auch in
Bezug auf die Lokalisation der SVT und die Haufigkeit zusatzlicher arterieller oder vendser
Thrombosen, einschliel3lich oberflachlicher Venenthrombosen, unterschieden sich SVT-
MPN* und SVT-MPN- nicht signifikant voneinander. Wie zuvor epidemiologisch
beschrieben, war auch in der vorliegenden Studie die PVT mit 97 % in der SVT MPN*-
und 81 % in der SVT MPN~-Kohorte die haufigste Lokalisation.

Bezuglich der Zeitspanne zwischen SVT-Diagnose und Blutentnahme sowie der

Pravalenz friherer VTE, koronarer Herzkrankheit, anderer maligner Erkrankungen aul3er



45

MPN,  Thrombophilien, arterieller  Hypertonie, Diabetes mellitus, anderer
Autoimmunerkrankungen (mit Ausnahme entztndlicher Darmerkrankungen) und kurzlich
erfolgter abdominaler Operationen unterschieden sich die beiden Kohorten nicht
signifikant. Dagegen zeigte sich in der SVT-MPN~-Kohorte eine signifikant hdhere Anzahl
an Lebererkrankungen (32 % vs. 3 %, p=9,3-10%), entzlindlichen Darmerkrankungen
(16 % vs. 0 %, p=0,0251) sowie anderen Infektionen und Entziindungen (32 % vs. 11 %,
p=0,0276).

Es bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden SVT-
Kohorten hinsichtlich der Haufigkeit einer therapeutischen Antikoagulation und der
Einnahme von Thrombozytenaggregationshemmern. Eine zytoreduktive Therapie
erhielten 67 % der SVT-MPN*- wahrend diese in der SVT-MPN~-Kohorte bei keinem
Patienten der Fall war (p=1,1-101°).

Eine Ubersicht der klinischen Merkmale der Studienpopulation ist in Tab. 3 dargestellt.

Tab. 3: Klinische Merkmale der Studienkohorte. Alter und Monate seit SVT-Diagnose
dargestellt als Mittelwert (Spannweite), kontinuierliche Daten als Median
(Interquartilbereich) und dichotome Daten als Anzahl (%). Signifikante Unterschied nach
Bonferroni-Korrektur (p<0,0167) sind fett hervorgehoben. Definition der statistischen
Methoden siehe Abschnitt 2.3.5. Therapeutische Antikoagulation: Vitamin-K-
Antagonisten, Enoxaparin 1 mg/kg 2x tgl., Rivaroxaban 20 mg 1x tgl., Dabigatran 150 mg
2x tgl., 5 mg Apixaban 2x tgl., Edoxaban 60 mg 1x tgl. Reduzierte Antikoagulation:
geringere Dosen.

Abkirzungen: SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw. ohne
Myeloproliferative Neoplasie; VTE, Vendse Thromboembolie (modifiziert tGbernommen
aus Reda et al., 2024).

SVT-MPN* SVT-MPN- Kontrollgruppe MPN*vs.

(n =36) (n=37) (n =30) MPN-, p
Alter in Jahren 56 (29-80) 56 (32-72) 48 (29-67) 0,8335
vs. Kontrollgruppe, p 0,0082 0,0064 - -
Mannlichen Geschlechts 18 (50 %) 21 (57 %) 17 (57 %) 0,5657
vs. Kontrollgruppe, p 0,5902 1,0000 - -

Body-Mass-Index, kg/m? 21,3 (19,7;28,3) 23,6 (21,1;26,5) 23,3 (22,0;24,6) 0,2302
vs. Kontrollgruppe, p 0,4819 0,6630 - -

Pfortaderthrombose 35 (97 %) 30 (81 %) - 0,0556
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SVT-MPN* SVT-MPN- Kontrollgruppe MPN*vs.

(n = 36) (n =37) (n =30) MPN-, p
Milzvenenthrombose 19 (53 %) 14 (38 %) - 0,2003
Mesenterialvenen- 13 (36 %) 13 (35 %) i 0,9203
thrombose
vionate seit SVT- 33 (19-90) 21 (7-42) i 0.0969

iagnose

Weitere arterielle oder o o
venodse Thrombosen L (00, A (S i Sl
Vorherige VTE 8 (22 %) 7 (19 %) - 0,7290
Koronare Herzkrankheit 1 (3 %) 5 (14 %) - 0,1992
MPN-assoziierte o 0 ) .10-18
Mutationen 35 (97 %) 1 (3 %) 1,6-10
Malignome Q q )
ausgenommen MPN oLy v 1o v ALk
Thrombophilien 7 (19 %) 5 (14 %) - 0,4930
Arterielle Hypertonie 12 (33 %) 9 (24 %) - 0,3961
Diabetes mellitus 6 (17 %) 10 (27 %) - 0,2857
Lebererkrankungen 1 (3 %) 12 (32 %) - 9,3-10%
Entzundliche o
Darmerkrankung 0 6 (16 %) ) 0,0251
Weitere Autoimmun- 4 (11 %) 5 (14 %) ) 0,999
erkrankungen
Weltgre Infektionen/ 4 (11 %) 12 (32 %) ) 0,0276
Entziindungen
Kurzlich erfolgte o
abdominale Operationen SEY i U=y
Volle Antikoagulation 21 (58 %) 22 (59 %) - 0,9203
Reduzierte 5 0
Antikoagulation 29 10 (&7, i HE5S
Thrombozyten- 9 (25 %) 3 (8 %) ; 0,0640
aggregationshemmer
Zytoreduktive Therapie 24 (67 %) - - 1,1-10%°

3.2 Blutbildparameter
Die mittlere Thrombozytenzahl war in der SVT-MPN*-Kohorte signifikant hdher als in der
SVT-MPN--Kohorte (308 vs. 201-10%I; p=1,8-10%). Im Vergleich zur gesunden

Kontrollgruppe (255-10%1) bestanden hingegen keine signifikanten Unterschiede, weder
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zur SVT-MPN*-Kohorte (p=0,1670) noch zur SVT-MPN~—-Kohorte (p=0,0292). Die mittlere
Leukozytenzahl war in der SVT-MPN*-Kohorte (7,9-10%1) signifikant hoher verglichen
sowohl mit der SVT-MPN~-Kohorte (5,8-10%1, p=0,0042) als auch mit der Kontrollgruppe
(5,7-10%/, p=0,0014). Zwischen der SVT-MPN~-Kohorte und der Kontrollgruppe bestand
kein signifikanter Unterschied (p=0,6218). Der mittlere Hamoglobinwert war in der SVT-
MPN*-Kohorte mit 132 g/l niedriger als in der SVT-MPN~- Kohorte (134 g/l, p=0,3478) und
signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (139 g/l, p=0,0101). Zwischen der SVT-
MPN--Kohorte und der Kontrollgruppe gab es keinen signifikanten Unterschied
(p=0,0904). Der Hamatokrit war mit mittleren Werten zwischen 39,4 und 40,9 %
vergleichbar zwischen allen drei Kohorten (p> 0,5964). Die in der Studienpopulation

erhobenen Blutbildparameter sind in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4 Blutbildparameter. Kontinuierliche Daten dargestellt als Median
(Interquartilbereich). Statistische Tests: Kruskall-Wallis-Test mit nachfolgendem
paarweisen Vergleich nach Dunn. Signifikante Unterschiede nach Bonferroni-Korrektur
(p=<0,0167) sind fett hervorgehoben.

Abklrzungen: SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw. ohne
Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert ilbernommen aus Reda et al., 2024).

SVT-MPN* SVT-MPN- Kontrollgruppe  MPN* vs.

(n = 36) (n=37) (n = 30) MPN-, p
Thrombozyten, 10%1 308 (226;365) 201 (313;290) 255 (217;301) 1,8-10*
vs. Kontrollgruppe, p  0,1670 0,0292 - -
Leukozyten, 1091 7,9 (5,4;,11,0) 5,8 (4,6;7,5) 5,7 (4,9;6,1) 0.0042
vs. Kontrollgruppe, p  0,0014 0,6218 - -
Hamoglobin, g/l 132 (114;140) 134 (116;147) 139 (135;148) 0,3478
vs. Kontrollgruppe 0,0101 0,0904 - -
Hamatokrit, % 40,9 (35,7;44,3) 39,4 (36,9;44,4) 40,6 (39,0;42,6) 0,7236
vs. Kontrollgruppe 0,5964 0,8447 - =

3.3 Hamostaseologische Basisdiagnostik

Der INR (Median 1,2) und die aPTT (Median 34,6 s) waren in der SVT-MPN*-Kohorte
signifikant héher bzw. langer als in der SVT-MPN~-Kohorte (INR 1,0; p=0,0064 bzw. aPTT
29,9 s; p=0,0066). Sowohl die SVT-MPN*-Kohorte (INR: p=1,8-107; aPTT: p=2,8-10°) als
auch die SVT-MPN—-Kohorte (INR: p=0,0078; aPTT: p=0,0027) unterschieden sich
signifikant von der Kontrollgruppe (INR 1,0; aPTT 26,4 s). Die hohere INR und die langere
aPTT in den beiden SVT-Kohorten erklaren sich durch die antikoagulatorische Therapie
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der Patienten. In der gesunden Kontrollgruppe erhielt hingegen niemand eine
Antikoagulation.

Die Ergebnisse der hamostaseologischen Basisdiagnostik sind in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Hamostaseologische Basisdiagnostik. Daten dargestellt als Median
(Interquartilbereich). Statistische Tests: Kruskall-Wallis-Test mit nachfolgendem
paarweisen Vergleich nach Dunn. Signifikante Unterschiede nach Bonferroni-Korrektur
(p=<0,0167) sind fett hervorgehoben.

Abkurzungen: APC, aktiviertes Protein C; aPTT, aktivierte partielle Thromboplastinzeit;
INR, International Normalized Ratio; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-
MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert ibernommen aus Reda et
al., 2024).

SVT-MPN* SVT-MPN- Kontrollgruppe MPN* vs.

(n = 36) (n=37) (n =30) MPN-, p
INR 1,2 (1,1;1.5) 1,0 (1,0;1,3) 1,0 (1,0;1,2) 0,0064
vs. Kontrollgruppe, p  1,8:1077 0,0078 - -
aPTT, s 34,6 (30,0;38,1) 29,9 (26,4;32,0) 26,4 (25,7;27,4) 0,0066
vs. Kontrollgruppe, p  2,8:10° 0,0027 - -
Fibrinogen, g/l 2,65 (2,06;3,05) 3,09 (2,42;3,85) 2,57 (2,27;2,88) 0,0169
vs. Kontrollgruppe, p  0,8063 0,0117 - -
Antithrombin, % 99 (89;108) 99 (79;105) 106 (97;111) 0,5084
vs. Kontrollgruppe, p 0,0189 0,0028 - -

Der Fibrinogenspiegel war in der SVT-MPN~-Kohorte (Median 3,09 g/l) hoher als die der
SVT-MPN*-Kohorte (2,65 g/l, p=0,0169) und signifikant héher als in der Kontrollgruppe
(2,57 g/l, p=0,0117). Zwischen SVT-MPN* und Kontrollgruppe bestand kein signifikanter
Unterschied (p=0,8063). Alle drei Gruppen lagen mit ihren Medianwerten im
Referenzbereich fur Fibrinogen.

Die AT-Aktivitat war sowohl in der SVT-MPN~-Kohorte als auch in der SVT-MPN*-Kohorte
mit im Median jeweils 99 % niedriger als in der Kontrollgruppe (Median 106 %). Wahrend
sich die SVT-MPN*-Kohorte und die Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden
(p=0,0189), zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der SVT-MPN~-Kohorte
und der Kontrollgruppe (p=0,0028). Zwischen den beiden SVT-Kohorten bestand
hingegen kein Unterschied (p=0,0584). Auch hier lag das AT in allen drei Kohorten im

Referenzbereich.
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3.4 Aktivierungsmarker der Gerinnung und Fibrinolyse

Die Ergebnisse der Messungen von Aktivierungsmarker der Gerinnung und Fibrinolyse in
der Studienpopulation sind in Tabelle Tab. 6 zusammengefasst und werden in den
nachfolgenden Unterabschnitten 3.4.1 Aktivierungsmarker der Thrombinbildung und

APC, 3.4.2 Aktivierungsmarker der Fibrinolyse und 3.4.3 D-Dimere detailliert dargestellt.

Tab. 6 Gerinnungsaktivierungs- und Fibrinolysemarker. Daten dargestellt als Median
(Interquartilbereich). Statistische Tests: Kruskall-Wallis-Test mit nachfolgendem
paarweisen Vergleich nach Dunn. Signifikante Unterschiede nach Bonferroni-Korrektur
(p=<0,0167) sind fett hervorgehoben.

Abkurzungen: APC, aktiviertes Protein C; F1+2, Prothrombinfragment 1+2; PAP, Plasmin-
a2-Antiplasmin-Komplex; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex; t-PA, tissue-type
Plasminogenaktivator; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw.
ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert ilbernommen aus Reda et al., 2024).

SVT MPN* SVT MPN- Kontrollgruppe D/ISPN
(n =36) (n=37) (n =30) MPN-, p
Thrombin, pmol/l 0,49 (<0,46;1,19) <0,46 (<0,46;0,54) <0,46 (<0,46;<0,46) 0,0057
vs. Kontrollgruppe, p  0,0012 0,5373 - -
APC, pmol/l 1,23 (0,43;2,22) 0,58 (<0,39;1,02) 0,54 (<0,39;0,89) 0,0122
vs. Kontrollgruppe, p  0,0035 0,5863 - -
F1+2, nmol/l 0,21 (0,09;0,59) 0,17 (0,13;0,28) 0,19 (0,14;0,25) 0,3712
vs. Kontrollgruppe, p  0,4414 0,9383 - -
TAT, pmol/l 23,7 (<21,3;37,7) <21,3(<21,3;26,0) <21,3(<21,3;23,7) 0,0208
vs. Kontrollgruppe, p  0,0265 0,9764 = =
t-PA, ng/ml 2,77 (1,92;3,80) 2,59 (2,21;3,20) <1,71 (<1,71;2,38) 0,7820
vs. Kontrollgruppe, p  7,3-10* 2,5-10* - -
PAP, ng/ml 234 (117;444) 230 (141;351) 156 (94;249) 0,8724
vs. Kontrollgruppe, p  0,0163 0,0236 = =

D-dimer, mg/I| 0,42 (0,24;0,67) 0,34 (0,24,0,81) 0,29 (0,19;0,39) 0,8687
vs. Kontrollgruppe, p  0,0259 0,0372 -
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3.4.1 Aktivierungsmarker der Thrombinbildung und APC

Die Thrombinspiegel waren bei Patienten der SVT-MPN*-Kohorte mit einem Median von
0,49 pmol/l im Vergleich zur SVT-MPN~- Kohorte (Median <0,46pmol/l; p=0,0057) und zur
Kontrollgruppe (Median <0,46; p=0,0012) signifikant erhéht. Zwischen der SVT-MPN~-
Kohorte und der Kontrollgruppe bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,5373) (Abb.
4A).

Die APC-Spiegel verhielten sich analog zu den Thrombinwerten. Sie waren bei der SVT-
MPN*-Kohorte mit einem Median von 1,23 pmol/l signifikant héher als in der SVT-MPN~-
Kohorte (Median 0,58 pmol/l; p=0,0122) sowie in der Kontrollgruppe (Median 0,54 pmol/l;
p=0,0035). Zwischen den beiden letztgenannten Gruppen gab es ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied (P=0,5863) (Abb. 4B).

Zusammenfassend zeigte sich, dass sowohl Thrombin und APC, die Schlisselenzyme
des PC-Signalweges, bei SVT-MPN*-Patienten im Vergleich zur SVT-MPN~-Kohorte
sowie zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht waren.
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Abb. 4: Thrombin- und APC-Plasmaspiegel. Dargestellt sind die Plasmakonzentrationen
von (A) Thrombin und (B) APC der Patienten der SVT-MPN*-Kohorte (rot, n=36), der SVT-
MPN-- Kohorte (blau, n=37) und der gesunden Kontrollgruppe (grau, n=30) als Boxplots
(Median und Quartile, Whisker: 1,5-facher Interquartilbereich, Ausrei3erwerte: Kreise).
Signifikante Unterschiede (p<0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben.
Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkirzungen: APC, aktiviertes Protein C; KG, Kontrollgruppe; SVT, Splanchnische
Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert
Ubernommen aus Reda et al., 2024).
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Im Gegensatz dazu unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich der indirekten
Thrombinmarker F1+2 (Median 0,17-0,21 nmol/l) und TAT (Median <21,3-23,7 pmol/l)
nicht wesentlich voneinander. Weder die SVT-MPN*- noch die SVT-MPN--Kohorte
zeigten signifikante Unterschiede untereinander (F1+2: p=0,371; TAT: p=0,021) oder
gegeniber der Kontrollgruppe (F1+2: p=0,441 bzw. p=0,938; TAT: p=0,027 bzw. p=0,976)
(Abb. 5).
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Abb. 5: F1+2- und TAT-Plasmaspiegel. Dargestellt sind die Plasmakonzentrationen von
(A) F1+2 und (B) TAT der Patienten der SVT-MPN*-Kohorte (rot, n=36), der SVT-MPN~-
Kohorte (blau, n=37) und der gesunden Kontrollgruppe (grau, n=30) als Boxplots (Median
und Quartile, Whisker: 1,5-facher Interquartilbereich, Ausrei3erwerte: Kreise).
Signifikante Unterschiede (p<0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben.
Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkirzungen: F1+2, Prothrombinfragment 1+2; KG, Kontrollgruppe; TAT, Thrombin-
Antithrombin-Komplex; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw.
ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert ibernommen aus Reda et al., 2024).

3.4.2 Aktivierungsmarker der Fibrinolyse

Die t-PA Plasmakonzentration war sowohl bei der SVT-MPN*-Kohorte (Median 2,77
ng/ml) als auch in der die SVT-MPN~-Kohorte (Median 2,59 ng/ml) im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe (Median <1,71 ng/ml) signifikant erhoht (p=7,3-10 fir SVT-
MPN* vs. Kontrollgruppe; p=2,5-10* fir SVT-MPN- vs. Kontrollgruppe). Zwischen der
SVT-MPN*- und SVT-MPN~-Kohorte bestand hingegen kein signifikanter Unterschied
(p=0,7820) (Abb. 6A).
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Die PAP-Werte waren in der Kontrollgruppe (Median 156 ng/ml) niedriger als in der SVT-
MPN*-Kohorte (Median 234 ng/ml) und in der SVT-MPN~-Kohorte (Median 230 ng/ml).
Ein signifikanter Unterschied wurde nur zwischen der der SVT-MPN*-Kohorte und der
Kontrollgruppe (p=0,0163) festgestellt. Zwischen der SVT-MPN--Kohorte und der
Kontrollgruppe (P=0,0236) sowie zwischen den beiden SVT-Kohorten (p=0,8724)
bestanden keine signifikanten Unterschiede (Abb. 6B).

Zusammenfassend zeigten Patienten mit SVT, unabhangig vom Vorliegen einer MPN, im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant erhdhte Werte des
Fibrinolysemarkers t-PA. Hingegen war PAP nur bei SVT-Patienten mit nachgewiesener

MPN im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdht.
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Abb. 6: Plasmaspiegel von t-PA und PAP. Dargestellt sind die Plasmakonzentrationen
von (A) t-PA und (B) PAP der Patienten der SVT-MPN*-Kohorte (rot, n=36), der SVT-
MPN~- Kohorte (blau, n=37) und der gesunden Kontrollgruppe (grau, n=30) als Boxplots
(Median und Quartile, Whisker: 1,5-facher Interquartilbereich, Ausrei3erwerte: Kreise).
Signifikante Unterschiede (p<0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben.
Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkurzungen: KG, Kontrollgruppe; PAP, Plasmin-a2-Antiplasmin-Komplex; t-PA, tissue-
type Plasminogenaktivator; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit
bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert Gbernommen aus Reda et al., 2024).

3.4.3 D-Dimere

Die Konzentrationen der D-Dimere waren in allen drei Gruppen vergleichbar und lagen im
Median zwischen 0,29 und 0,42 mg/l. Zwischen der SVT-MPN*- und der SVT-MPN~-
Kohorte bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,869). Auch im Vergleich zur
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Kontrollgruppe zeigten weder die SVT-MPN*-Kohorte (p=0,026) noch die SVT-MPN~-
Kohorte (p=0,037) signifikante Unterschiede. Somit liel3 sich anhand der D-Dimer-Werte
kein Zusammenhang mit dem Vorliegen einer SVT oder MPN feststellen (Abb. 7).
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Abb. 7: D-Dimer-Plasmaspiegel. Dargestellt sind die D-Dimere der Patienten der SVT-
MPN*-Kohorte (rot, n=36), der SVT-MPN~- Kohorte (blau, n=37) und der gesunden
Kontrollgruppe (grau, n=30) als Boxplots (Median und Quartile, Whisker: 1,5-facher
Interquartilbereich, Ausreil3erwerte: Kreise). Signifikante Unterschiede (p<0,0167 nach
Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben. Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem
paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkurzungen: KG, Kontrollgruppe; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN?/
-MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert Gtbernommen aus Reda et
al., 2024).

3.5 Receiver-Operating-Characteristic-Analyse

Zur Bewertung der diagnostischen Aussagekraft der untersuchten Biomarker hinsichtlich
der Unterscheidung von SVT-Patienten mit und ohne MPN wurde eine Receiver-
Operating-Characteristic-(ROC-)Analyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 8
dargestellt. Die Flache unter der ROC-Kurve (Area under the Curve, AUC) war flr
Thrombin und die indirekten Thrombinmarker TAT und F1+2 vergleichbar. APC zeigte

dagegen eine etwas hohere AUC im Vergleich zu den indirekten Thrombinmarkern.
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Abb. 8: Receiver-Operating-Characteristic-Analyse. Die Flache unter der Kurve (AUC) fur
(A) Thrombin (rot) und (B) APC (blau) im Vergleich zu TAT (gelb), F1+2 (grtn).
Abkurzungen: APC, aktiviertes Protein C; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex; F1+2,
Prothrombinfragment 1+2 (modifiziert ilbernommen aus Reda et al., 2024).

3.6 Korrelationen zwischen Markern der Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse

Die untersuchten Aktivierungsmarker Thrombin, APC, F1+2, TAT, t-PA, PAP und D-Dimer
wurden paarweise miteinander Kkorreliert. Von den insgesamt 21 getesteten
Kombinationen wurden nach Bonferroni-Korrektur sechs statistisch signifikante
Korrelationen identifiziert: zwischen Thrombin und TAT (r=0,0424), F1+2 und APC
(r=0,601), APC und D-Dimer (r=0,418), F1+2 und D-Dimer (r=0,325), t-PA und PAP
(r=0,368) sowie PAP und D-Dimer (r=0,448; alle p<0,0024). Diese signifikanten
Korrelationen sind in Abb. 9 dargestellt. Die Korrelation zwischen APC und F1+2 war stark

ausgepragt. Alle Ubrigen signifikanten Korrelationen waren als mittelstark einzustufen.
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Abb. 9: Signifikante Korrelationen zwischen Aktivierungsmarkern. Signifikante
Korrelationen zwischen den Aktivierungsmarkern (A) Thrombin und TAT, (B) F1+2 und
APC, (C) APC und D-Dimer, (D) F1+2 und D-Dimer, (E) t-PA und PAP sowie (F) PAP und
D-Dimer. Die schwarze Linie zeigt jeweils die Pearson-Korrelation fur alle Patienten (rot:
SVT-MPN*, blau: SVT-MPN-, grau: Kontrollgruppe). Signifikanzniveau: p<0,0024 nach
Bonferroni-Korrektur.

Abkurzungen: APC, aktiviertes Protein C; F1+2, Prothrombinfragment 1+2; PAP, Plasmin-
a2-Antiplasmin-Komplex; TAT, Thrombin-Antithrombin-Komplex; t-PA, tissue-type
Plasminogenaktivator; SVT, Splanchnische Venenthrombose; -MPN*/-MPN-, mit bzw.
ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert ilbernommen aus Reda et al., 2024).
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3.7 Einfluss der Antikoagulation auf Gerinnungs- und Fibrinolysemarker bei Patienten mit
SVT

Patienten mit SVT erhalten haufig eine Antikoagulation, was auch in der untersuchten
Studienpopulation der Fall war (83 % der SVT-MPN*- und 73 % der SVT-MPN~-Kohorte).
Um den Einfluss der vorbestehenden Antikoagulation auf die untersuchten
Aktivierungsmarker der Gerinnung und Fibrinolyse zu analysieren, wurden die Patienten
anhand der Antikoagulationsintensitat retrospektiv in drei Gruppen eingeteilt.

Zur Gruppe mit therapeutischer Antikoagulation gehérten Patienten, die mit VKA (n=13),
Enoxparin 1 mg/kg zweimal taglich (n=3), Apixaban 5 mg zweimal taglich (n=16),
Rivaroxaban 20 mg einmal taglich (n=10), Dabigatran 150 mg (n=2) oder Edoxaban 60
mg einmal taglich (n=1) behandelt wurden. Die Gruppe mit reduzierter Antikoagulation
umfasste Patienten, die Enoxaparin 1 mg/kg einmal taglich (n=3), Apixaban 2,5 mg
zweimal taglich (n=8), Rivaroxaban 10 mg einmal taglich (n=7) oder Edoxaban 30 mg
einmal taglich (n=1) erhielten. Die dritte Gruppe bestand aus Patienten, die keine
Antikoagulation erhielten.

Im Folgenden werden zunéchst die Marker dargestellt, die sich signifikant in Abhangigkeit
von der Antikoagulationsintensitéat unterschieden (F1+2 und D-Dimer, Abschnitt 3.7.1),
Anschliel3end folgen die Thrombin- und APC-Werte (Abschnitt 3.7.2), die zuvor die beste
Diskrimination zwischen den beiden SVT-Gruppen gezeigt hatten und nun hinsichtlich des
Einflusses der Antikoagulation erneut betrachtet werden. AbschlieBend werden die
tbrigen Marker ohne signifikante Unterschiede (Abschnitt 3.7.3) im Zusammenhang mit
der Antikoagulationsintensitat dargestellt und verglichen.

3.7.1 Einfluss der Antikoagulationsintensitat auf F1+2 und D-Dimere

Abb. 6 zeigt die Plasmaspiegel der Aktivierungsmarker F1+2 und D-Dimer bei Patienten
mit SVT (mit und ohne MPN) in Abhangigkeit von der Antikoagulationsintensitat. Die
F1+2-Konzentration war in der Gruppe mit therapeutischer Antikoagulation (Median 0,15
nmol/l) signifikant niedriger als in der Gruppe ohne Antikoagulation (Median 0,47 nmol/l;
p=3,6-10%). Die Gruppe mit reduzierter Antikoagulation (Median 0,24 nmol/l) unterschied
sich dagegen weder signifikant von der therapeutisch antikoagulierten Gruppe (p=0,022)
noch von der nicht antikoagulierten Gruppe (p=0,043) (Abb. 10A).
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Ahnlich verhielt sich die D-Dimer-Konzentration. Sie war bei therapeutisch
antikoagulierten Patienten (Median 0,31 pug/ml) signifikant geringer als in der Gruppe ohne
Antikoagulation (Median 0,59 pg/ml; p=0,008). Patienten mit reduzierter Antikoagulation
zeigten einen medianen D-Dimer-Wert von 0,48 pg/ml und unterschieden sich weder
signifikant von der therapeutisch antikoagulierten Gruppe (p=0,178) noch von der Gruppe
ohne Antikoagulation (p=0,171) (Abb. 10B).

Zusammenfassend zeigte sich somit, dass eine therapeutische Antikoagulation mit einer

signifikanten Reduktion der F1+2- und D-Dimer-Konzentrationen assoziiert war.
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Abb. 10: Plasmakonzentrationen von F1+2 und D-Dimer nach Antikoagulationsintensitat.
F1+2 (A) und D-Dimer (B) bei Patienten mit SVT (MPN* und MPN") in Abhangigkeit von
der Antikoagulationsintensitat: therapeutische (rot, n=43), reduzierte (blau, n=19) und
keine Antikoagulation (grau, n=11). Boxplots mit Median, Interquartilbereich und Whiskern
(1,5-facher Interquartilbereich). Kreise zeigen Ausreil3erwerte. Signifikante Unterschiede
(p=<0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben. Kruskal-Wallis-Test mit
nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkurzungen: F1+2, Prothrombinfragment 1+2; KG, Kontrollgruppe; SVT, Splanchnische
Venenthrombose; MPN*/MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert
Ubernommen aus Reda et al., 2024).

3.7.2 Einfluss der Antikoagulationsintensitat auf Thrombin und APC

Die Konzentrationen von Thrombin und APC waren in allen drei Patientengruppen
vergleichbar. Patienten mit therapeutischer Antikoagulation unterschieden sich
hinsichtlich der Thrombin- und APC-Konzentrationen weder signifikant von Patienten mit
reduzierter Antikoagulation (p=0,405 bzw. p=0,223) noch von Patienten ohne
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Antikoagulation (p=0,829 bzw. p=0,220). Auch zwischen Patienten mit reduzierter
Antikoagulation und solchen ohne Antikoagulation bestanden keine signifikanten
Unterschiede (Thrombin: p=0,680; APC: p=0,835). Insgesamt zeigte sich in der
vorliegenden Studie somit kein Einfluss der Antikoagulation auf die Thrombin- und APC-
Plasmaspiegel. Abb. 11 zeigt die Konzentrationen von Thrombin und APC bei SVT-
Patienten (mit und ohne MPN) in Abh&angigkeit von der Antikoagulationsintensitat.
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Abb. 11: Plasmakonzentrationen von Thrombin und APC nach Antikoagulationsintensitat.
Thrombin (A) und APC (B) bei Patienten mit SVT (MPN* und MPN-) in Abhangigkeit von
der Antikoagulationsintensitat: therapeutische (rot, n=43), reduzierte (blau, n=19) und
keine Antikoagulation (grau, n=11). Boxplots mit Median, Interquartilbereich und Whiskern
(1,5-facher Interquartilbereich). Kreise zeigen Ausreil3erwerte. Signifikante Unterschiede
(p=0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben. Kruskal-Wallis-Test mit
nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkirzungen: APC, aktiviertes Protein C; KG, Kontrollgruppe; SVT, Splanchnische
Venenthrombose; MPN*/MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative Neoplasie (modifiziert
Ubernommen aus Reda et al., 2024).

3.7.3 Einfluss der Antikoagulationsintensitat auf TAT, t-PA und PAP

Die mittleren Konzentrationen von TAT, t-PA und PAP waren in allen drei nach
Antikoagulationsintensitat differenzierten Gruppen vergleichbar. Hinsichtlich der TAT-
Konzentration fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
therapeutischer und reduzierter Antikoagulation (p=0,371) oder zwischen Patienten mit

therapeutischer und ohne Antikoagulation (p=0,191). Ebenso unterschieden sich die
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Gruppen mit reduzierter und ohne Antikoagulation nicht signifikant voneinander (p=0,069)
(Abb. 12A).
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Abb. 12: Plasmakonzentrationen von TAT, t-PA und PAP nach Antikoagulationsintensitat.
TAT (A), t-PA (B) und PAP (C) bei Patienten mit SVT (MPN* und MPN") in Abhangigkeit
von der Antikoagulationsintensitat: therapeutische (rot, n=43), reduzierte (blau, n=19) und
keine Antikoagulation (grau, n=11). Boxplots mit Median, Interquartilbereich und Whiskern
(1,5-facher Interquartilbereich). Kreise zeigen Ausreil3erwerte. Signifikante Unterschiede
(p=<0,0167 nach Bonferroni-Korrektur) sind fett hervorgehoben. Kruskal-Wallis-Test mit
nachfolgendem paarweisen Vergleich nach Dunn.

Abkurzungen: KG, Kontrollgruppe; PAP, Plasmin-a2-Antiplasmin-Komplex; TAT,
Thrombin-Antithrombin-Komplex; t-PA, tissue-type Plasminogenaktivator; SVT,
Splanchnische Venenthrombose; MPN*/MPN-, mit bzw. ohne Myeloproliferative
Neoplasie (modifiziert Gbernommen aus Reda et al., 2024).

Auch die mittleren Konzentrationen von t-PA (2,29-2,95 ng/ml) und PAP (227-241 ng/ml)
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 12B und 12C). Die
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t-PA- und PAP-Werte von Patienten mit therapeutischer Antikoagulation unterschieden
sich weder von Patienten ohne Antikoagulation (p=0,804 bzw. p=0,0996) noch von
Patienten mit reduzierter Antikoagulation (p=0,119 bzw. p=0,564): Ebenfalls zeigten sich
keine Unterschiede zwischen der Gruppe mit reduzierter Antikoagulation und der Gruppe
ohne Antikoagulation (p=0,361 bzw. p=0,804).

Zusammenfassend zeigten sich in dieser Studie somit keine reduzierten mittleren TAT-,

t-PA- und PAP-Plasmaspiegel unter therapeutischer Antikoagulation.



61

4. Diskussion

4.1 Erhoéhte Thrombin- und APC-Spiegel bei MPN-assoziierter SVT im Kontext bisheriger
Studien

Die Pathogenese der SVT ist heterogen. Aus klinischen Beobachtungen ist bekannt, dass
Patienten mit Risikofaktoren wie Leberzirrhose, MPN oder nicht-hAmatologischen
Malignomen veranderte Aktivitdten im PC-System aufweisen. Bei Patienten mit
Leberzirrhose fiihrt eine Reduktion des PC-Spiegels und das daraus resultierende
Ungleichgewicht zwischen PC und FVIII zu Hyperkoagulabilitat (Intagliata et al., 2019;
Senzolo et al.,, 2021). Bei MPN, insbesondere im Kontext der JAK2-V617F-Mutation,
wurde eine erworbene APC-Resistenz beobachtet, die mal3geblich zu thrombotischen
Komplikationen beitragt (Barbui et al., 2013; Farina et al., 2021). Bei nicht-
hamatologischen Malignomen ist eine verstarkte Thrombinbildung bekannt, vermittelt
durch erhtéhte TF-Expression und Endothelschadigung (Hisada und Mackman, 2017,
Grover et al., 2021).

In der vorliegenden Studie wurden erstmals die zentralen Schlisselenzyme des PC-
Signalwegs, freies Thrombin und APC, direkt bei Patienten mit SVT gemessen. Dabei
wiesen Patienten mit MPN-assoziierter SVT im Vergleich zu MPN-negativen Patienten
und Gesunden signifikant erh6hte APC- und Thrombin-Plasmaspiegel auf, was eine
ausgepragte Hyperkoagulabilitat suggeriert. Die erhéhte APC-Bildung kdnnte hierbei als
kompensatorische Reaktion auf prothrombotische Bedingungen interpretiert werden.
Vergleichbare erhohte APC-Spiegel wurden auch bei Patienten mit genetischen
Thrombophilien, wie der FVL und der PTM, beschrieben (RUhl et al., 2018; Rlhl et al.,
2019). In diesen Fallen korrelierte ein erhéhter APC-Spiegel mit einer kompensatorischen
Aktivierung des PC-Systems, die moglicherweise das Thromboserisiko reduziert (Ruhl et
al., 2019).

Erhohte Konzentrationen freien Thrombins konnten in friiheren Studien hingegen nur
nach ausgepragten Ereignissen wie chirurgischen Eingriffen oder septischem Schock
nachgewiesen werden (Becher et al., 2020; Rihl et al., 2022). Die Beobachtung erhohter
Thrombin-Spiegel bei stabiler klinischer Situation in der aktuellen Studie weist daher auf
eine chronische und méglicherweise anhaltend gesteigerte Gerinnungsaktivitat bei MPN-

assoziierter SVT hin. Diese Befunde stimmen mit klinischen Beobachtungen eines
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erhohten Rezidivrisikos thrombotischer Ereignisse trotz therapeutischer Antikoagulation
bei Patienten mit MPN Uberein (Berens et al., 2017; Marchetti et al., 2008).

Die SVT-Kohorten mit und ohne MPN unterschieden sich nur geringfiigig in klinischen
Merkmalen, sodass eine ausreichende Vergleichbarkeit gewahrleistet war. Unterschiede,
wie das Vorhandensein somatischer Mutationen oder die Anwendung zytoreduktiver
Therapien in der MPN-positiven Gruppe sowie eine hohere Pravalenz von
Lebererkrankungen und entzindlichen Erkrankungen in der MPN-negativen Gruppe,
spiegelten erwartbare klinische Charakteristika wider.

In den folgenden Abschnitten wird naher auf die zugrundeliegenden Pathomechanismen

und den Stellenwert weiterer Biomarker eingegangen.

4.2 Frihere Untersuchungen zum PC-System bei Patienten mit MPN

Der im vorangegangenen Abschnitt dargestellte Befund erhodhter APC-Spiegel bei
Patienten mit MPN steht in Einklang mit friheren Beobachtungen, in denen ebenfalls
erhbhte APC-Konzentrationen bei Patienten mit MPN beschrieben wurden, und zwar
unabhangig vom Vorliegen einer SVT (Berens et al., 2017). Darlber hinaus wurde, wie
bereits oben beschrieben (siehe Abschnitt 4.1), in Studien ein erworbener APC-
Resistenzphanotyp bei Patienten mit ET oder PV beobachtet, der mit einer gesteigerten
Thrombinbildung und einem erhéhten Thromboserisiko einherging (Marchetti et al., 2008).
Die genauen Ursachen dieser erworbenen APC-Resistenz sind bislang nicht vollstandig
geklart. Vermutet wird eine Korrelation zwischen APC-Resistenz und niedrigeren freien
PS-Werten, die in mehreren Untersuchungen bei Patienten mit MPN gefunden wurden
(Arellano-Rodrigo et al., 2009; Barbui et al., 2013; Marchetti et al., 2008). Die Ursache der
verringerten freien PS-Spiegel bei MPN-Patienten ist weiterhin unbekannt. Es wird
angenommen, dass der verringerte PS-Spiegel aus einer vermehrten proteolytischen
Spaltung durch neutrophile Granulozyten und Thrombozyten oder deren freigesetzte
Proteasen resultiert (Marchetti et al., 2008; Barbui et al., 2013).

PS ist ein wichtiger Kofaktor von APC und verstarkt dessen gerinnungshemmende
Wirkung auf die Gerinnungsfaktoren Va und Vllla (Walker, 1981). Ein niedriger PS-
Spiegel konnte somit die gerinnungshemmende Aktivitdt von APC reduzieren und
dadurch eine erworbene APC-Resistenz hervorrufen. In der Folge wirde die reduzierte

Wirksamkeit von APC zu einer verlangerten Aktivierung der Gerinnungskaskade fuhren,
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wodurch wiederum mehr Thrombin gebildet wird. Als Reaktion auf diese vermehrte
Thrombinbildung kénnte die beobachtete gesteigerte APC-Produktion erfolgen, welche
als kompensatorischer Mechanismus gegen die prothrombischen Kréfte interpretiert wird.
Diese Zusammenhange koénnten somit die in Abschnitt 4.1 dargestellten erhdhten
Plasmaspiegel von APC und Thrombin bei Patienten mit MPN erklaren.

Weiterhin wurde eine positive Korrelation zwischen APC-Resistenz und der JAK2-V617F-
Mutationslast beschrieben (Arellano-Rodrigo et al., 2009; Cervantes et al., 2009;
Marchetti et al., 2008b). Arellano-Rodrigo et al. (2009) berichteten zudem von einer
Korrelation zwischen der JAK2-V617F-Allellast und niedrigeren freien PS-Werten bei ET-
Patienten. Bei Patienten mit JAK2-V617F-Mutation wurden aufRerdem prothrombotische
Veranderungen an Endothelzellen festgestellt, welche in einer endothelialen Dysfunktion
resultieren (Guy et al., 2019; Hekimoglu et al., 2022). JAK2-V617F-mutierte
Endothelzellen exprimieren vermehrt P-Selektin auf ihrer Oberflache, wodurch
proadhasive Wechselwirkungen zwischen Endothel, Thrombozyten und Leukozyten
gefordert und die Thrombinbildung zusatzlich erhéht werden kénnten (Guy et al., 2019).
Verstarkte Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten sowie deren prokoagulierende
Mikropartikel konnten diesen Effekt noch weiter verstarken (Duchemin et al., 2010;
Falanga et al., 2005).

Unterschiedliche Pathomechanismen koénnten somit die beobachteten signifikanten
Unterschiede der Thrombin- und APC-Werte zwischen Patienten mit und ohne MPN im

Rahmen der SVT erklaren.

4.3 Einfluss von Antikoagulation und analytischen Nachweisgrenzen auf weitere
Gerinnungsparameter

Im Gegensatz zu den Thrombin- und APC-Spiegeln zeigten die Patienten mit MPN-
assoziierter SVT, Patienten mit SVT ohne nachgewiesene MPN und die gesunde
Kontrollgruppe hinsichtlich der indirekten Gerinnungsmarker (Fibrinogen, D-Dimer, F1+2
und TAT) ahnliche Ergebnisse. Zwar zeigte die TAT-Plasmakonzentration zunachst
ahnliche Trends wie die Thrombin-Werte, nach Bonferroni-Korrektur waren diese
Unterschiede jedoch nicht mehr signifikant. Diese Beobachtungen weichen teilweise von
friheren Ergebnissen ab, in denen Patienten mit MPN erhéhte Plasmaspiegel von TAT
und F1+2 aufwiesen (Marchetti und Falanga, 2008). Auch Berens et al. (2017) berichteten
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Uber erhohte F1+2- und D-Dimer-Plasmaspiegel bei Patienten mit MPN. Andere Studien
beschrieben zudem eine Korrelation zwischen Thrombin und indirekten Thrombinmarkern
wahrend chirurgischer Eingriffe oder bei Sepsis (Becher et al., 2020; Rihl et al., 2022).
Die Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der genannten Vorarbeiten zur aktuellen
Studie kdnnten teilweise durch die unterschiedlichen analytischen Nachweisgrenzen der
eingesetzten Biomarker erklart werden. In der vorliegenden Studie lagen zahlreiche
Proben bezlglich Thrombin und TAT unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze. Da in
diesem Fall alle Werte unterhalb der Nachweisgrenze identisch behandelt werden, gehen
sie mit demselben numerischen Rang in den nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test
ein. Dadurch verringert sich effektiv die Varianz der Daten, was statistisch dem Effekt
einer geringeren StichprobengroRe ahnelt und es schwieriger macht, tatsachlich
vorhandene Gruppenunterschiede als signifikant nachzuweisen.

Weiterhin konnte die Antikoagulantientherapie, die von etwa 85 % der Patienten mit SVT
in dieser Studie eingenommen wurde, erheblichen Einfluss auf die Plasmakonzentration
der indirekten Thrombinmarker haben. So zeigten Patienten mit therapeutischer
Antikoagulation signifikant niedrigere Plasmaspiegel von F1+2 und D-Dimer im Vergleich
zu nicht antikoagulierten Patienten. Da die Kontrollgruppe keine Antikoagulationstherapie
erhielt, konnte die vergleichbar niedrige Konzentration von F1+2 und D-Dimer in der SVT-
Gruppe auf die Wirkung der Antikoagulationstherapie zurtickzufihren sein.

F1+2 entsteht bei der Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin durch die
Prothrombinase, wahrend D-Dimere beim Abbau von Fibrin durch Plasmin entstehen
(Dérner et al., 2006). Antikoagulantien verhindern entweder direkt oder indirekt die
Bildung von Thrombin oder reduzieren die Aktivitat weiterer Gerinnungsfaktoren.
Beispielsweise verstarkt Heparin die inhibitorische Wirkung von AT gegenuber FXa und
Thrombin. VKA hemmen die Vitamin-K-abhangigen Faktoren I, VII, IX und X (Walzog und
Fandrey, 2010). DOAKs wie Dabigatran hemmen direkt Thrombin, wahrend Apixaban,
Rivaroxaban und Edoxaban FXa hemmen, der flir die Bildung von Thrombin entscheidend
ist (Hankey und Eikelboom, 2011). Folglich werden unter Antikoagulation weniger
Thrombin, Fibrin, F1+2 und D-Dimere gebildet.

Jedoch bleibt fraglich, warum sich die F1+2-Werte im Gegensatz zu Thrombin zwischen
Patienten mit MPN-assoziierter SVT und Patienten mit SVT ohne MPN nicht signifikant
unterschieden, obwohl die Verteilung und Intensitat der Antikoagulation in beiden
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Gruppen vergleichbar war. Dies deutet darauf hin, dass die Antikoagulation nicht allein
ursachlich fur die fehlenden signifikanten Unterschiede sein kann. Als moégliche Erklarung
ist zu diskutieren, dass F1+2 und Thrombin unterschiedliche Aspekte der
Thrombingeneration widerspiegeln: F1+2 konnte eher langsame, chronische
Hyperkoagulabilitat abbilden, die durch Antikoagulation beeinflusst wird, wé&hrend
Thrombin eher akute, lokale Gerinnungsaktivitat widerspiegelt. Dartiber hinaus ist zu
beachten, dass nur ein Teil des gebildeten Thrombins frei im Blut zirkuliert, da ein
betrachtlicher Anteil unmittelbar in die Fibrinbildung an der GefalRwand eingeht. Die
gemessenen freien Thrombinwerte kdnnten daher nicht die gesamte Thrombinbildung in
vivo reprasentieren. Weitere Studien sind notwendig, um diese Diskrepanz zwischen
freiem Thrombin, TAT und F1+2 detaillierter zu untersuchen.

Dass bei Patienten unter voller oder reduzierter Antikoagulation keine signifikanten
Unterschiede der Thrombin- und TAT-Konzentrationen zu beobachten waren, kénnte
ebenfalls auf die analytischen Nachweisgrenzen dieser Parameter zurickzufiihren sein.
Es ist davon auszugehen, dass Antikoagulantien prinzipiell einen senkenden Effekt auf
diese Marker haben. Da die Werte jedoch bereits an der unteren Nachweisgrenze lagen,
war der Einfluss der Antikoagulantientherapie maoglicherweise nicht mehr klar
nachweisbar. Auch Berens et al. (2017) beschrieben bei MPN-Patienten reduzierte F1+2-
Spiegel unter Antikoagulationstherapie. Darlber hinaus wurde festgestellt, dass die
Antikoagulation keinen signifikanten Einfluss auf die Plasmaspiegel von APC und PAP

hatte, was mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie im Einklang steht.

4.4 Erhohte Aktivierungsmarker der Fibrinolyse bei Patienten mit SVT

Die Konzentrationen der Fibrinolysemarker t-PA und PAP waren bei Patienten mit SVT
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhdht. Dieser Unterschied war bei Patienten
mit einer MPN in der Anamnese auch nach Bonferroni-Korrektur signifikant, wahrend
Patienten ohne MPN nur vor der Korrektur eine signifikante Erh6hung zeigten. Zwischen
den SVT-Patienten mit und ohne MPN fanden sich keine signifikanten Unterschiede, was
dafur spricht, dass die Erh6hung der Fibrinolysemarker eher mit der SVT selbst und
weniger mit dem spezifischen hyperkoagulabilen Zustand bei MPN zusammenhangt.
T-PA aktiviert die Fibrinolyse, indem es Plasminogen zu Plasmin spaltet (Walzog und

Fandrey, 2010). Erhohte t-PA-Werte sind typischerweise mit einer verstarkten
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fibrinolytischen Aktivitat assoziiert und wurden auch bei tiefen Beinvenenthrombosen
beobachtet, wobei die Konzentrationen innerhalb von 24 Monaten nach Thrombose auf
Normwerte zurtickkehrten (Killewich et al., 1997). Dies unterscheidet sich von den hier
erhobenen Befunden, bei denen die erhdhte t-PA-Konzentration auch bei Patienten
beobachtet wurde, deren SVT-Diagnose in den meisten Féllen Giber 24 Monate zurlcklag.
Unterschiede konnten somit auf spezifische Lokalisation und Pathogenese der SVT im
Vergleich zur tiefen Beinvenenthrombose zuriickzuftihren sein.

Auch Patienten mit BCS zeigten erhdhte t-PA-Konzentrationen (Hoekstra et al., 2010). In
dieser Untersuchung wurde zugleich eine vermehrte  Expression von
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) festgestellt, einem Inhibitor der Fibrinolyse. Die
Autoren vermuteten, dass die erhdohte Konzentration von t-PA eine Kompensation der
gesteigerten PAI-1-Aktivitat darstellen konnte und diskutierten einen Zusammenhang mit
schweren Lebererkrankungen, einschliel3lich der Leberzirrhose, welche ebenfalls als
Risikofaktor fur SVT bekannt ist (Hoekstra et al., 2010). Die Rolle von PAI-1 in der
Pathogenese der VTE ist bislang nicht eindeutig geklart (Smalberg et al., 2011). Aktuelle
Studien diskutieren eine Verbindung zwischen erhdhter PAI-1-Expression und einem
erhohten Risiko fur ventse Thrombosen einschlielich SVT (Hoekstra et al., 2010;
Smalberg et al., 2011). Dennoch fehlt es bisher an spezifischen Studien, welche die
Korrelation zwischen Stérungen der Fibrinolyse und dem Auftreten von SVT umfassend

untersucht haben.

4.5 Interpretation der D-Dimere bei Patienten mit SVT

Im Gegensatz zu APC und Thrombin unterschieden sich die Plasmaspiegel der D-Dimere
bei Patienten mit SVT und nachgewiesener MPN nicht signifikant von denen ohne MPN
und der gesunden Kontrollgruppe. Die Ergebnisse zu den Fibrinolysemarkern (siehe
Abschnitt 4.4) liefern hierbei relevante Informationen fur die Interpretation der D-Dimer-
Werte, da erhohte Fibrinolyseaktivitat ebenfalls zu einer Erhdhung der D-Dimere fuhren
konnte.

Die Messung von D-Dimeren ist etabliert, um die Aktivierung der Gerinnung und
Fibrinolyse klinisch einzuschatzen. So wird die Bestimmung regelmafig zur Diagnose der
VTE, zur Beurteilung disseminierter intravasaler Gerinnung und zur Uberwachung von

Antikoagulantientherapien eingesetzt. Auch fur die Bewertung des Rezidivrisikos einer
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VTE nach Therapieende ist die D-Dimer-Bestimmung etabliert (Palareti et al., 2014; Weitz
et al., 2017). Fur die Diagnose einer SVT ist der Stellenwert der D-Dimere jedoch
umstritten, da deren Spezifitait bei Begleiterkrankungen wie Leberzirrhose,
hepatozellularen Karzinomen oder chronisch entziindlichen Darmerkrankungen deutlich
reduziert ist und somit falsch-positive Ergebnisse resultieren kénnen (Camerlo et al.,
2023; Valeriani et al., 2019). Die Sensitivitat der D-Dimer-Bestimmung flr eine VTE ist
dagegen hoch, sodass negative Werte bei geringer klinischer Wahrscheinlichkeit eine
VTE nahezu ausschlieen (Favresse et al., 2018). Zhang et al. (2013) fanden eine hohe
diagnostische Spezifitat der D-Dimere fir die Diagnose einer PVT bei Patienten mit
Leberzirrhose der Child-Pugh-Klassen A und B sowie eine hohe Sensitivitat bei Child-
Pugh-Klasse C. Ahnliche Ergebnisse zeigten Riva et al. (2021) fur SVT-Patienten mit
einem erhohten klinischen Risiko fur SVT.

Die in der aktuellen Studie beobachtete geringe Variation der D-Dimer-Werte zwischen
den Kohorten konnte primar durch die breit eingesetzte Antikoagulationstherapie bedingt
sein. Dieser Einfluss wurde auch in friheren Arbeiten beschrieben, welche den
Stellenwert der D-Dimere bei der Behandlungsentscheidung kritisch hinterfragten
(Palareti et al., 2022; Tripodi et al.,, 2014). Patienten unter DOAK zeigten hierbei
tendenziell héhere D-Dimer-Werte als Patienten unter VKA (Reda et al., 2022; Tripodi et
al.,, 2014). Zusatzlich beeinflussen patientenspezifische Faktoren wie Alter und
Geschlecht die Konzentrationen der D-Dimere (Favresse et al., 2018; Palareti et al., 2022;
Schouten et al., 2013).

Die Ergebnisse verdeutlichen somit, dass D-Dimere bei antikoagulierten SVT-Patienten
nur eingeschrankt zur Beurteilung einer erhdhten Gerinnungsaktivitat geeignet sind. Dies
unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, um zu Kklaren, ob die
Bestimmung zusatzlicher Biomarker wie APC und Thrombin zur D-Dimer-Messung

beitragen kdnnte, das klinische Bild bei Patienten mit SVT genauer abzubilden.

4.6 Signifikante Korrelationen zwischen Aktivierungsmarkern

Die statistische Analyse zeigte signifikante Korrelationen zwischen verschiedenen
Gerinnungs- und Fibrinolysemarkern, darunter zwischen Thrombin und TAT, F1+2 und
APC, APC und D-Dimer, F1+2 und D-Dimer sowie zwischen den Fibrinolysemarkern t-PA
und PAP sowie PAP und D-Dimer.
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Die beobachteten Korrelationen lassen vermuten, dass zwischen diesen Markern eine
wechselseitige Beziehung besteht, die auf eine komplexe, simultane Aktivierung der
Gerinnung und der sekundaren Fibrinolyse hindeutet. So korrelieren beispielsweise TAT
und F1+2 typischerweise miteinander, da beide Marker die Thrombinbildung
widerspiegeln. Die Korrelationen zwischen APC, F1+2 und D-Dimer kdnnten Ausdruck
einer  kompensatorischen  Aktivierung des  PC-Systems bei  vermehrter
Gerinnungsaktivierung (F1+2) sein, die parallel zu einer sekundaren Aktivierung der
Fibrinolyse (D-Dimer) stattfindet.

Auch die Korrelationen zwischen t-PA, PAP und D-Dimer kdnnen durch die biologischen
Zusammenhange erklart werden: Eine erhohte Freisetzung von t-PA fihrt zu einer
verstarkten Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin, wodurch wiederum PAP-Komplexe
gebildet und Fibrinspaltprodukte freigesetzt werden.

Dass nicht alle Marker signifikant miteinander korrelierten, kénnte darauf zuriickzufihren
sein, dass ein Teil der Werte unter der jeweiligen Nachweisgrenze lag. Zudem bilden die
untersuchten Marker unterschiedliche dynamische Prozesse ab, die teilweise durch
Antikoagulantien und andere kompensatorische Mechanismen unterschiedlich stark
beeinflusst wurden. Dies kénnte die Korrelationen zwischen einzelnen Parametern

abgeschwacht haben.

4.7 Potenzielle klinische Bedeutung von Thrombin und APC als Biomarker bei SVT

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass Biomarker des PC-
Systems, insbesondere freies Thrombin und APC, mdglicherweise hilfreiche erganzende
Informationen bei der Beurteilung einer Hyperkoagulabilitéat bei Patienten mit SVT liefern
kénnen. Die bisherige klinische Praxis konzentriert sich zur Einschatzung thrombotischer
Zustande hauptsachlich auf etablierte Marker wie D-Dimere. Allerdings unterscheiden
sich die in dieser Arbeit gemessenen Thrombin- und APC-Plasmaspiegel zwischen
Patienten mit und ohne MPN in der Vorgeschichte deutlicher als die Konzentrationen der
D-Dimere. Zudem unterliegt die Interpretation des D-Dimer-Spiegels verschiedenen
Einflussfaktoren, wie Art und Intensitat einer Antikoagulation, Begleiterkrankungen und
patientenspezifischen Merkmalen (siehe Abschnitt 4.5).

In frGheren Studien wurden indirekte Marker der Thrombinbildung wie TAT und F1+2

bereits zur Abschatzung des Rezidivrisikos vendser Thromboembolien untersucht,
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insbesondere nach dem Absetzen einer Antikoagulation (Vrotniakaite-Bajerciene et al.,
2023; Hron et al., 2006). Ob hingegen direkte Messungen von freiem Thrombin und APC
zur Risikobeurteilung bei Patienten mit SVT geeignet sind, wurde bislang nicht untersucht
und sollte Gegenstand zukunftiger Studien sein. Die hier gezeigten Ergebnisse der ROC-
Analyse legen nahe, dass insbesondere APC das Potenzial haben kdnnte, zwischen
Patienten mit SVT mit und ohne zugrundeliegender MPN zu differenzieren.

Dariiber hinaus sollten weitere Studien untersuchen, ob diese Biomarker Klinisch
relevante Informationen  fur  die  Steuerung und Uberwachung der

Antikoagulationstherapie bei Patienten mit SVT liefern konnen.

4.8 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie hat mehrere Limitationen, welche bei der Interpretation der
Ergebnisse zu berlcksichtigen sind. Erstens handelt es sich um eine monozentrische
Studie mit einer vergleichsweise kleinen Patientenzahl, was die Generalisierbarkeit der
Ergebnisse einschrankt. Zudem wurde die Aussagekraft der Resultate durch die
Heterogenitat der Studienkohorte beziglich der Lokalisation der SVT, der Art der MPN
sowie der Art und Intensitat der Antikoagulationstherapie begrenzt, da hierdurch die
Vergleichbarkeit der Patienten eingeschrankt ist. Eine weitere wichtige Einschrankung
ergibt sich durch die fehlende Korrelation der gemessenen Werte der Biomarker mit
klinischen Endpunkten wie dem Auftreten weiterer thrombotischer Ereignisse oder
Therapieergebnissen. Dartuber hinaus erschwerte die stérende Wirkung der
Antikoagulantien auf die gemessenen Werte der Biomarker deren eindeutige
Interpretation zusatzlich. Obwohl auf Ebene der Kohorten teils signifikante Unterschiede
nachweisbar waren, beeintrachtigt die betrachtliche Uberlappung der Messwerte
zwischen den Patientengruppen die Aussagekraft fir eine individuelle Diagnostik. Die in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sind daher primar hypothesengenerierend und
sollten in weiteren Studien mit gréf3eren Patientenkollektiven und prospektiver Erfassung

klinischer Endpunkte validiert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Atiologie der SVT ist heterogen, wobei MPN einen wichtigen Risikofaktor darstellen.
Frihere Studien deuten darauf hin, dass Veranderungen im antikoagulatorischen PC-
System am Pathomechanismus der SVT beteiligt sind. Da die Rolle des PC-Systems im
Kontext der SVT jedoch bislang nicht ausreichend untersucht wurde, war es das Ziel
dieser Arbeit, die Aktivierung der Hamostase bei SVT-Patienten, insbesondere
hinsichtlich der Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne begleitende MPN, zu
charakterisieren. Konkret wurde die Hypothese geprift, ob sich SVT-Patienten mit MPN
beziglich der Aktivierung des PC-Systems von Patienten ohne MPN unterscheiden.
Dazu wurden die Plasmaspiegel der Schliisselenzyme des PC-Systems, Thrombin und
aktiviertes Protein C (APC), sowie weitere Marker der Gerinnungs- und
Fibrinolyseaktivierung in einer Kohorte von 73 SVT-Patienten prospektiv untersucht,
darunter 36 Patienten mit und 37 Patienten ohne nachgewiesener MPN. Zusatzlich
wurden 30 gesunde Kontrollpersonen analysiert, um Referenzwerte zu erhalten. Da sich
im Verlauf der Analysen zeigte, dass eine bestehende Antikoagulation die Messwerte
beeinflusste, erfolgte eine  Subgruppenanalyse, um den Einfluss der
Antikoagulationsintensitat (therapeutische, reduzierte oder keine Antikoagulation) naher
zu untersuchen.

SVT-Patienten mit begleitender MPN wiesen im Vergleich zu Patienten ohne MPN
signifikant erhdhte Plasmaspiegel von APC (Median: 1,23 vs. 0,58 pmol/l) und Thrombin
(Median: 0,49 vs. <0,46 pmol/l) auf. Auch im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
(APC: 0,54 pmol/l; Thrombin: <0,46 pmol/l) zeigten SVT-Patienten mit MPN signifikant
erhdhte Werte, wohingegen sich bei SVT-Patienten ohne MPN hinsichtlich der APC- und
Thrombinwerte kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe feststellen liefl3. In Bezug
auf weitere Aktivierungsmarker der Gerinnung und Fibrinolyse wie D-Dimer, TAT und
F1+2 zeigten die Kohorten keine signifikanten Unterschiede. Patienten mit
therapeutischer Antikoagulation wiesen signifikant niedrigere Plasmaspiegel von F1+2
und D-Dimer auf, wahrend APC und Thrombin weitgehend unbeeinflusst von der
Antikoagulationsintensitat blieben.

Um die diagnostische Aussagekraft der untersuchten Marker zu beurteilen, erfolgte

zusatzlich eine ROC-Analyse. Dabei zeigte APC im Vergleich zu indirekten
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Thrombinmarkern wie TAT und F1+2 diskret bessere Werte bei der Differenzierung
zwischen SVT-Patienten mit und ohne MPN. Ein klarer diagnostischer Vorteil liel3 sich
daraus entsprechend nicht ableiten.

Die initiale Hypothese, dass sich SVT-Patienten mit begleitender MPN hinsichtlich der
Aktivierung des PC-Systems von Patienten ohne MPN unterscheiden, konnte anhand der
erhohten APC- und Thrombinwerte bestétigt werden. Gleichzeitig weisen die Ergebnisse
darauf hin, dass die Klinisch haufig verwendeten D-Dimere mdglicherweise nicht
ausreichend sind, um die bestehende Gerinnungsaktivierung bei SVT-Patienten mit MPN
zuverlassig zu erfassen. Die erh6hten Werte von APC und Thrombin trotz Antikoagulation
konnten auf eine anhaltende Hyperkoagulabilitat bei diesen Patienten hindeuten.
Zukunftige Studien sollten daher untersuchen, ob APC und Thrombin erganzend zur D-
Dimer-Messung eine klinisch relevante Rolle in der Diagnostik und Therapieplanung bei

Patienten mit SVT einnehmen kdnnten.
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