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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Thromboembolische Ereignisse stellen die wesentlichste, weil vital bedrohliche, Komplikation der
Polycythaemia vera und Primdrer Thrombozythdmie als Hauptvertreter der chronisch
myeloproliferativen Neoplasien (CMPN) dar.

Hydroxyurea, ein zytoreduktives Standardmedikament in der Therapie der Polycythaemia vera,
blockiert liber die Hemmung der Ribonukleotidreduktase in hdmatopoetischen Stammzellen die
Produktion von Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten. Bei einzelnen Patienten mit
Polycythaemia vera wurden in der Vergangenheit extreme periodische Schwankungen der
Thrombozyten (und zum Teil auch der Leukozyten) unter der Therapie mit Hydroxyurea
beschrieben. Mit diesem Phédnomen beschéftigt sich der erste Teil der hier vorgelegten Arbeit. In der
CMPN-Datenbank der Hdmatologisch-Onkologischen Schwerpunktpraxis (Prof. Dr. med. Petro E.
Petrides, Miinchen) wurde nach Patienten gesucht, bei denen o.g. Schwankungen mit periodischer
RegelméBigkeit der Thrombozytenwerte und anderer Blutzellreihen auffillig waren und ob wéhrend
dieser Schwankungen thromboembolische und/oder hidmorrhagische Komplikationen auftraten.
Durch das Lomb-Periodogramm, einer speziellen Version der Fourier-Spektral-Analyse, wurde die
Periodizitét der Patienten analysiert.

Es wurden 12 Patienten mit einer Polycythaemia vera identifiziert, bei denen Oszillationen der
Thrombozyten mit einer durchschnittliche Zyklusdauer von 28,6 Tage nachgewiesen werden
konnten. Von diesen 12 Patienten hatten zusidtzlich 5 Patienten ebenfalls Oszillationen der
Leukozyten (durchschnittliche Zyklusdauer 27,8 Tage). Keine Oszillationen wurden hingegen
nachgewiesen fiir Hématokrit-, Hdmoglobin-, Erythrozyten- und MCV-Wert. Ausléser dieser
Oszillationen ist Hydroxyurea, da bei allen Patienten das Auftreten der Oszillationen mit der
Einnahme von HU in zeitlichem Zusammenhang bestand. Zudem fiihrte bei fast allen Patienten eine
Beendigung der Therapie mit Hydroxyurea auch zu einem Ende der Oszillationen.

Das Risiko der Oszillationen scheint eher gering zu sein, da es in dem hier vorgestellten
Patientenkollektiv in dem langen Beobachtungszeitraum dieser Studie nicht zu Blutungen oder
thromboembolischen Ereignissen gekommen ist, was das derzeit giiltige Konzept unterstreicht, dass
die Entstehung einer Thrombose ein multifaktorielles Geschehen ist.

Die genaue Kaskade, welche zu letztendlich zu einer Thrombose in den Patienten mit einer CMPN
fiihrt, ist noch nicht bekannt. Daher ist nach wie vor schwierig, das Risiko einer Thrombose bei
dieser Patientengruppe durch ex-vivo-Untersuchungen abzuschitzen. Acetylsalicylsdure (Aspirin)
ist das Standardmedikament zur Primérprophylaxe bei Patienten mit Primdrer Thrombozythédmie.
Durch Aspirin kann zwar das Risiko des Auftretens von thromboembolischen Komplikationen
gesenkt werden, es ist aber kein vollstdndiger Schutz erreichbar, da einzelne Patienten auch unter
dieser Therapie Thrombosen entwickeln. Durch eine fiir jeden Patienten individuell ermittelte
Neigung zur Thrombusbildung kdnnte eine Aussage dariiber getroffen werden, ob fiir den einzelnen
Patienten eine medikamentdse Therapie liberhaupt notig bzw. ausreichend ist. Bis dato ist allerdings
kein solcher Test verfiigbar.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich deshalb mit einem neuen Testgerdt: in einem
Pilotprojekt mit kleiner Fallzahl wurden Patienten mit Primérer Thrombozythdmie unter Aspirin-
Dauertherapie mit einem Prototyp (Real Time Thrombosis Profiler [RTTP]) untersucht. Fiir die
vorliegende Arbeit wurde der RTTP erstmals zur klinischen Anwendung an Patienten herangezogen.
Untersucht wurden der Einfluss von Aspirin auf Patienten mit Primdrer Thrombozythdmie im
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Zusammenfassung

Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe, der Einfluss des genetischen Markers der CMPN, der
JAK2V*'""_Mutation, sowie der Einfluss von Thrombozyten, Leukozyten sowie des Himatokrits.

Zur Durchfiihrung der Untersuchung mittels des RTTP wird eine Blutprobe mit einem
Antikoagulans sowie einem Farbstoff zur Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten versehen.
Anschlieend wird das so priparierte Blut durch eine Glaskapillare geleitet und mit einer Kamera
aufgezeichnet, ob bzw. wie schnell sich ein Thrombus bildet. GroBer Vorteil des RTTP ist die
Moglichkeit, unterschiedliche FlieBgeschwindigkeiten einzustellen, womit arterielle und vendse
Stromungsbedingungen simuliert werden konnen.

Die vorgelegte Untersuchung stellt eine Pilotstudie zur Anwendbarkeit dieses Gerites im klinischen
Alltag dar. Die Ergebnisse belegen die potentielle Anwendbarkeit, die jedoch in weiteren Studien
belegt werden muss:

Die Behandlung mit Aspirin reicht nach dieser Studie mit dem RTTP nicht aus, um die
Thrombusbildung bei Patienten mit Primdrer Thrombozythdmie auf das wesentlich niedrigere
Niveau der Kontrollgruppe zu normalisieren. AuBerdem ist die JAK2Y*'”*-Mutation nicht fiir das
hohere Risiko einer Thrombose verantwortlich. Auch werden Thrombosen bei Patienten mit
Primédrer Thrombozythdmie nicht von einem einzigen Faktor, wie der Thrombozytose, Leukozytose,
erhohtem Hamatokritwert oder dem JAK2Y®'-Mutationstatus, hervorgerufen, sondern durch das
Zusammenspiel von mehreren teilweise noch unbekannten Einflussgrofien.

Gegeniiber anderen Methoden bietet der RTTP die Mdoglichkeit, Thrombozyten in einer Blutprobe
bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten zu beobachten. Somit wird ein sich weiter an die
physiologischen Verhiltnisse im menschlichen Korper angendhertes Testsystem geboten, da so
venose und arterielle Verhéltnisse imitiert werden konnen. Dazu kommt, dass der RTTP Vollblut
nutzt, welches im Gegensatz zu plittchenreichem Plasma eine physiologische Methode ist. Nachteil
ist die bisher noch fehlende Vergleichsmdglichkeit von Studienergebnissen. Weitere Studien werden
notig sein, um Thrombozytenfunktionstests wie den RTTP zu optimieren und damit dann ein
individuelles Therapieschema fiir Patienten mit Thrombozytosen zu entwickeln, welches das Risiko
fiir ein thromboembolisches Ereignis reduziert.



Einleitung

Einleitung

Die chronisch myeloproliferativen Neoplasien (CMPN) umfassen nach der aktuellen WHO-
Klassifikation von 2008 als Hauptvertreter die Polycythaemia vera (PV), die primére bzw.
essentielle Thrombozythdmie (PT bzw. ET) und die primdre Myelofibrose (PMF)!. Es handelt sich
bei diesen Krankheitsbildern um quantitative und qualitative Stérungen der Hamatopoese.

1.1 Die Hamatopoese

Die Hamatopoese findet im Knochenmark statt und garantiert die kontinuierliche Versorgung mit
Blutzellen des Menschen. Es werden durch Zellteilungen und zunehmende Differenzierung aus
pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen die reifen Blutzellen - z.B. Thrombozyten,
Erythrozyten und die verschiedenartigen Leukozyten - gebildet (Abbildung 1)2.

Pluripotente Stammzelle

|
! ! ! l

Megakaryoblast Erythroblast Monoblast ~ Lymphoblast ~ Myeloblast
Megakaryozyt Normoblast Promyelozyt

!

Retikulozyten

Y l Y Y Y

Thrombozyt Erythrozyt Monozyt Lymphozyt Granulozyten
- B-Zellen - basophile
- T-Zellen - neutrophile
- eosinophile
Thrombozytopoese Erythrozytopoese Leukozytopoese

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Himatopoese

Ein Uberangebot bzw. eine Unterversorgung an Blutzellen hat fiir den menschlichen Kérper unter
Umsténden weitreichende Folgen, die u.a. den Sauerstofftransport, die Immunabwehr, aber auch die
rheologischen FEigenschaften des Blutes beeinflussen’. Daher wird die Zellzahl unter
physiologischen Bedingungen in relativ konstanten Grenzen gehalten. Allerdings schwanken bei
jedem Menschen die Zahlen der Blutzellen stindig, was als Fluktuation bezeichnet wird (Abbildung
2). Wenn solche Schwankungen mit einer eindeutigen Frequenz f eine regelmdfige Zyklusdauer
aufweisen, werden diese als Oszillation bezeichnet (Abbildung 3 und 4)*°¢. Haufig ist es schwierig,
nur anhand von Graphen zwischen Fluktuationen und Oszillation zu unterscheiden, in vielen Fillen
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ist dies nur durch eine mathematische Analyse moglich.
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Abbildung 2: Fluktuation Abbildung 3: Ideale Oszillation Abbildung 4: Oszillation in der
Realitét

Die Regulation der Hadmatopoese erfolgt abhingig vom Zelltyp im Wesentlichen {iber
Erythropoietin (Erythrozyten), Thrombopoietin (Thrombozyten) oder Interleukin-3 und G-CSF’.

Morley et. al haben ein Modell entwickelt, nach dem die Hématopoese ein tatsdchliches oder
potentielles System von Oszillationen auf Grund von negativen Feedback-Schleifen ist®. Negative
Feedback-Kreisldufe sind nicht nur fahig, Oszillationen zu produzieren, sondern sind auch eine
Grundvoraussetzung fiir stabile Oszillationen®®. Fiir die Produktion von Thrombozyten gilt
Thrombopoietin als Mediator der Feedback-Schleifen zwischen Thrombozyten im Blut und
Megakaryozyten im Knochenmark!?. Eine dhnliche Rolle wurde fiir G-CSF fiir die Produktion
neutrophiler Leukozyten gezeigt!'.

Uber den Mechanismus der Entstehung von Fluktuationen bzw. Oszillationen von Blutzellen ist nur
wenig bekannt. Vor mehr als zwanzig Jahren berichteten von Schulthess und Gessner iiber
Oszillationen mit niedriger Amplitude von Thrombozyten mit einer Zyklusdauer von 28,3 Tagen in
sieben von zehn Versuchspersonen, allerdings erfolgte keine genaue mathematische Analyse!?. Fiir
neutrophile Leukozyten wurde eine Zykluslinge von 14-23 Tagen bei acht von elf gesunden,
minnlichen Probanden festgestellt’>. In den jeweils anderen Versuchspersonen konnte keine
Oszillation festgestellt werden. Diese Oszillationen konnen auch bei hidmatologischen
Erkrankungen auftreten: mindestens zwei Untersuchungen iiber spontane Oszillationen der
Thrombozyten in Patienten mit Polycythaemia vera sind beschrieben'*!5. Dieses Phdnomen wurde
auch bei der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) beobachtet*.

1.2 Erworbene Storungen der Himatopoese

Durch erworbene Mutationen einer Stammzelle des Knochenmarks konnen Polyzythdmien und
Thrombozythdmien entstehen. Beide stellen dynamische Krankheiten dar, d.h. sie konnen ihren
klinischen Phinotyp &ndern - sie kdnnen ineinander oder in seltenen Féllen auch in eine Leukdmie
iibergehen. Im Jahre 2005 wurde mit der JAK2V®'"-Mutation die erste krankheitsassoziierte
Mutation fiir oben genannte Erkrankungen entdeckt!”!#192021 Dije JAK2 (Januskinase 2) ist eine
zytoplasmatische Tyrosinkinase, die an der Signaltransduktion verschiedener Zytokine (unter
anderem des Erythropoietin- und G-CSF-Rezeptors) beteiligt ist. Diese erworbene Mutation
verstirkt die Aktivitdt der JAK2 und fiihrt damit zu Erythropoietin-unabhingigem Wachstum der
Erythrozytenvorstufen (Abbildung 5, aus??).

Praktisch alle Patienten mit Polycythaemia vera weisen eine Mutation im JAK2Y*'"*-Gen 14 bzw.
Exon 12 auf (Abbildung 6, aus??)?. Bei der Primdren Thrombozythdmie ist die JAK2Y*'"*-Mutation
etwa bei 50% der Patienten nachweisbar. Da eine verdnderte JAK2-Kinase nicht nur die
Proliferation, sondern auch die Funktion von Zellen beeinflussen kann, wird das Thromboserisiko
moglicherweise durch JAK2-induzierte Verdnderungen von Oberflichenproteinen der PV-
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Erythrozyten bzw. Granulozyten bestimmt?.

Zytoplasma

Nucleus

VIANTANTNYINZNTNYINY,

bidung 5: Januskinasen vermittelte ignalsduktion von |
Zytokinrezeptoren.

Nach Bindung eines Liganden wie Erythropoietin dimerisiert der Rezeptor, was die
Phosphorylierung durch das JAK2-Protein triggert. Dadurch kommt es zur Bindung
von STAT-Proteinen, die ebenfalls phosphoryliert werden und nach Dissoziation als
Dimere in den Zellkern gelangen, wo sie als Transkriptionsfaktoren wirken (aus??).

Exon 12-
Mutationen V617F

NH: SH2 COOH

I5'seudo-Tyrosinkinase': ‘Tyrosinkinase

Abbildung 6: Lokalisation der Mutationen in Exon 14 (V617F) bzw. Exon 12
des JAK2-Gens.

Die JH1-Domine enthdlt die Tyrosinkinase-Aktivitdt von JAK2; die JH2-Doméne
enthélt eine Pseudokinase, d.h. dieser Proteinanteil wirkt nicht als Enzym, sondern als
Inhibitor des JAK2-Proteins. V617F markiert das mutierte Kodon im Exon 14. Die
Mutationen im Exon 12 liegen am Ubergang zwischen den Dominen SH2 und JH2
(aus?).
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1.3 Polycythaemia vera

1.3 Polycythaemia vera

Definition/Inzidenz ~ Polycythaemia vera (PV) ist eine heterogene Stammzellerkrankung, die vor
allem durch eine Erhohung der Erythrozyten, aber auch der Thrombozyten und Leukozyten,
gekennzeichnet ist?®. In Schweden betrdgt zum Beispiel die jdhrliche Inzidenz der PV 2,8 pro
100.000 Einwohner?. In Deutschland liegen keine epidemiologischen Daten vor.

Ursache Die Ursache der Erkrankung ist unbekannt, die Krankheit ist fast immer erworben,
kann aber in sehr seltenen Fillen auch angeboren sein. Praktisch alle Patienten mit PV weisen eine
Mutation in Exon 14 des JAK2"*'""-Gens bzw. eine Mutation in Exon 12 auf?,

Komplikationen/Symptome Die gefiirchtetsten, weil potentiell vital bedrohlichen, Komplikationen
der PV sind die Thromboembolien, die bei Patienten mit PV mit einer Haufigkeit von 28,7%
(arteriell) bzw. 13,7% (vends) auftreten?’’. Im arteriellen System kommt es vor allem zu
Transitorischen Ischdmischen Attacken (10,3%), Myokardinfarkt (8,9%), Apoplex (8,9%) und
peripheren Thrombosen (5,5%). Im vendsen System kann es zu tiefen (8,2%) oder oberflachlichen
(6,1%) Venenthrombosen, Lungenembolien (2,4%) oder auch Portalvenenverschliissen kommen?’.
Weitere Symptome bzw. Komplikationen einer PV konnen wu.a. sein: Hémorrhagien,
Hepato-/Splenomegalie, aquagener Pruritus, Kopfschmerzen, Tinnitus, Hyperurikimie und
Erythromelalgien'.

Therapie Die Therapie besteht aus Aderldssen zur Prophylaxe der Thrombosen?. Nach den
Ergebnissen der ECLAP Studie wird zusitzlich Aspirin in niedriger Dosis (50-100mg pro Tag)
empfohlen, sofern keine Kontraindikationen vorliegen?. Allerdings wird diese Therapieempfehlung
kontrovers diskutiert”. Eine erythrozytensenkende Therapie durch Medikamente ist dann sinnvoll,
wenn ein thromboembolisches Ereignis trotz Aspirin-Therapie aufgetreten ist, wenn eine
Héamatokritsenkung durch Aderlassbehandlung nicht moglich ist oder wenn eine symptomatische
Splenomegalie festzustellen ist!. Zur Verfligung stehen in Deutschland derzeit Medikamente wie
Hydroxyurea (Syrea®, Litalir®) oder (pegyliertes) Interferon-alpha (IntronA®, Roferon®,
Pegasys®, PEG-Intron®). Nur noch in seltenen Féllen werden Alkeran oder Busulphan eingesetzt,
da deren Leukdmierisiko mittlerweile als gesichert gilt.

Langzeitverlauf Die Polycythaemia vera kann in eine akute Leukdmie oder Myelofibrose
iibergehen. Das 20-Jahres-Risiko eines Ubergangs in eine akute Leukimie betrigt 15%, in eine
postpolyzythdmische Myelofibrose nach einer anderen Studie 10%. Nach dieser retrospektiven
Studie liegt die mittlere Lebenserwartung bei unter 50-jdhrigen Patienten bei iiber 23 Jahren.
Allerdings hatten von diesen Patienten 73% Pipobroman erhalten, das heute wegen seines
Leukimierisikos ebenfalls nicht mehr empfohlen wird.

1.4 Primére Thrombozythimie

Definition/Inzidenz Die Primdre Thrombozythdmie (PT) ist eine heterogene Stammzell-
Erkrankung, die vor allem durch eine Erhdhung der Thrombozyten gekennzeichnet ist, welche
primér durch die quantitative und qualitative Stérung der Megakaryopoese hervorgerufen wird. Die
Megakaryozyten sind vermehrt, vergrofert und hyperploid mit hirschgeweihartigen Zellkernen.
Typisch ist eine dauerhafte Erhohung der Thrombozytenwerte auf iiber 450.000/ul3!. Im Gegensatz
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1.4 Primére Thrombozythdmie

zur Polycythaemia vera ist bei der Primaren Thrombozythdmie die JAK2Y*'"F-Mutation nur etwa bei
50% der Patienten nachweisbar2. Inzidenz-Werte schwanken von 0,21 (Nordisrael) bis 2,4 (USA)
pro 100.000 Einwohner3334. In Deutschland liegen bisher keine epidemiologischen Daten vor.

Ursache Die auslosende Ursache der Primdren Thrombozythdmie ist unbekannt. Nach
epidemiologischen Studien in Italien haben Friseure, Landwirte und Elektriker ein erhohtes Risiko,
an einer PT zu erkranken, mdglicherweise ist dies auf den Umgang mit Haarfarbemitteln, Pestiziden
und Magnetfeldern zuriickzufiihren3s.

Komplikationen/Symptome Bei Diagnosestellung sind 50-70% der Patienten asymptomatisch.
Symptome bzw. Komplikationen einer Primédren Thrombozythdmie konnen unter anderem sein:
Abgeschlagenheit, Abnahme der Leistungsfahigkeit, Schwindel, Benommenheit, Erythromelalgien,
rezidivierende voriibergehende monokuldre Seh-, Gangstdrungen, Dysarthrie, Kopfschmerzen,
Migriane, Fallneigung, Hemiparesen, Krampfanfille sowie Schwangerschaftskomplikationen
(erhohte Rate spontaner Aborte und Plazentainfarkte)®!. Das Risiko einer Thrombose bei Patienten
mit Primérer Thrombozythdmie betrdgt 6,6% pro Patientenjahr im Vergleich zur Kontrollpopulation
mit 1,2%%. Es sind im arteriellen System vor allem cerebrale (62%) und kardiale (11%)
Thrombosen zu finden, es kommen aber auch distale Gefillverschliisse (27%) durch Thromben
vor’*. Im vendsen System sind in absteigender Reihenfolge Thrombophlebitis (43%),
Mesenterialinfarkte sowie Milz-Infarkte (29%), eine tiefe Venenthrombose (14%) und cerebrale
Infarkte (14%) zu beobachten. Einige Patienten weisen auch ein erhohtes Risiko fiir Blutungen (9-
14%) auf3s%.

Therapie Die meisten Patienten mit PT erhalten nach Erstdiagnose eine antiaggregierende
Therapie mit Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin, 100 mg/Tag) zur Primérprophyplaxe®. Eine
hidmorrhagische Diathese stellt eine Kontraindikation dar. Aulerdem ist zu beachten, dass Aspirin
bei Patienten mit PT leichter als bei anderen Patienten Blutungskomplikationen hervorrufen kann?®.
Durch ASS kann zwar das Risiko des Auftretens von thromboembolischen Komplikationen gesenkt
werden, es ist aber kein vollstdndiger Schutz erreichbar.

Ab einem Alter von 60 Jahren, nach Thrombosen oder bei steigenden Thrombozytenwerten wird
eine zytoreduktive Therapie empfohlen. Es wird nach wie vor kontrovers diskutiert, ab welchem
Thrombozytenwert mit einer zytoreduktiven Behandlung begonnen werden soll - 1,0 oder 1,5
Millionen/ul. Als Medikamente fiir eine solche Therapie stehen Hydroxyurea, Anagrelid (Xagrid®,
Thromboreductin®) und (pegyliertes) Interferon-alpha zur Verfiigung3#3%41,

Langzeitverlauf Bei adidquater Therapie ist bei Patienten mit primirer Thrombozythdmie die
Lebenserwartung nicht wesentlich eingeschriankt verglichen mit einer gesunden Population?,
allerdings kann es durch GefiBkomplikationen zu einer wesentlichen Beeintrdchtigung der
Lebensqualitit kommen. Des Weiteren ist ein Ubergang in eine Myelofibrose oder akute Leukimie
(0,5-1%) moglich*.
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1.4 Primére Thrombozythdmie

Tabelle 1: Gegeniiberstellung von Polycythaemia vera und Primdrer Thrombozythdimie

Die WHO-Diagnose einer Polycythaemia vera wird gestellt, wenn entweder beide Hauptkriterien und ein Nebenkriterium erfiillt
sind, oder das erste Hauptkriterium und zwei Nebenkriterien erfiillt sind. Eine PT liegt vor, wenn alle 4 Kriterien erflillt werden'+.

CML = chronischen myeloischen Leukémie, cIMF = chronische idiopathische Myelofibrose, MDS= myelodysplastisches Syndrom

Polycythaemia vera

Primére Thrombozythédmie

Diagnosekriterien

Hauptkriterien:
- Hb > 18,5 g/dl (Minner) bzw. 16,5 g/dl
(Frauen)

- JAK2V®'F_Mutation bzw. JAK2 Exon 12
Mutation

Nebenkriterien:

- EPO-Spiegel
Referenzbereich
- Knochenmarkspunktion: gemessen am
Patientenalter Hyperzellularitit

im Serum <

- Thrombozyten anhaltend > 450.000/p.1

- Knochenmarkshistologie mit vergroferten,
reifen Megakaryozyten (hirschgeweihartige
Kerne)

- Ausschluss einer PV, CML, cIMF, MDS

- Nachweis der JAK2Y®'" oder MPL-
Mutation

oder

bei fehlendem Nachweis einer JAK2V6'F-
Mutation: kein Hinweis fiir reaktive
Thrombozytose

- in vitro Bildung endogener erythroider
Kolonien mit Steigerung aller drei Reihen

JAK2Y' (95%) bzw. JAK2 Exon 12
(5%)

Thromboembolische, Splenomegalie,
aquagener Pruritus, erhohte
Blutungsneigung, Erythromelalgien, u.a.

Mutation JAK2V'"F_Mutation (50%)

Thromboembolische, erhdhte

neigung, TIAs

Komplikationen/Symptome Blutungs-

Langzeitrisiko Myelofibrose, Leukédmien

ASS, Aderlass, HU, Anagrelid, Interferon-
alpha

Therapie ASS, Anagrelid, HU, Interferon-alpha

Prognose Gut bei effektiver Pravention der thromboembolischen Ereignisse

1.5 Hinfiihrung zum Thema

Thromboembolische Ereignisse stellen also die wesentlichste, weil vital bedrohliche, Komplikation
der chronisch myeloproliferativen Neoplasien dar. Deshalb dient die Therapie vor allem der primér
und sekundér Pravention dieser Komplikation.

Verschiedene Pathomechanismen fiihren zu diesen Komplikationen: Wéhrend sich die hiufigeren
arteriellen Thromben vor allem aus Thrombozyten zusammensetzen und sich bei hohem Blutfluss
formieren, enthalten die venosen Thromben im Gegensatz dazu weniger Thrombozyten, aber mehr
Fibrin und eingeschlossene Erythrozyten*!. Die genaue Kaskade, welche zu einer Thrombose bei
CMPN-Patienten fiihrt, ist noch nicht bekannt.

Studien im Tiermodell haben ergeben, dass zwei unterschiedliche Signalwege, die zum Teil parallel
aber auch allein arbeiten, zu einer Aktivierung der Thrombozyten und damit zur Bildung eines
Thrombus fithren (Abbildungen 7 und 8)*46474% n einem dieser Wege initiiert (freigelegtes)
subendothelial gelegenes Kollagen die Aktivierung der Thrombozyten, in den anderen Thrombin
(Abbildung 7, aus*®). Die Bildung von Thrombin wird vom Tissue Factor eingeleitet, einem an der
Blutgerinnung beteiligtem Protein. Die Bildung eines Thrombus ist ein dynamischer Prozess, in
dem Thrombozyten an den entstehenden Thrombus festwachsen und sich andere wiederum von ihm
16sen. Groflen Einfluss auf die Thrombusbildung haben Scherkrifte, Flussgeschwindigkeit und
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Turbulenzen*s.

Tissue
Factor ||

Thrombus

unica media

: Tunica intima
Subendotheliale Matrix

Abbildung 7: Modell der Thrombusbildung

(aus 48)

Thromboembolische Komplikationen bei den CMPN kdnnen in jedem Alter, Geschlecht oder bei
jeder Thrombozytenzahl auftreten. Wahrend einige Patienten keine thromboembolischen Ereignisse
bei hohen Thrombozytenzahlen haben, entwickeln andere Patienten bereits bei gering erhdhten
Werten eine Thrombose®.

Hydroxyurea wird als zytoreduktives Standardmedikament in der Therapie der Polycythaemia vera
verwendet. Es wirkt in hdmatopoetischen Stammzellen iiber die Hemmung der
Ribonukleotidreduktase, die Nukleotide in ihre jeweiligen Desoxynukleotide reduziert®. Dies fiihrt
zu einer Hemmung der DNA-Synthese, wodurch die Produktion von Thrombozyten, Leukozyten
und Erythrozyten blockiert wird. Unter der Therapie mit Hydroxyurea wurde bei einzelnen
Patienten mit Polycythaemia vera in der Vergangenheit extreme periodische Schwankungen der
Thrombozyten (und zum Teil auch der Leukozyten) beschrieben®3"-5253,

Wie oben beschrieben, schwanken die Blutzellen beim Menschen tiglich, was als Fluktuation
bezeichnet wird. In einzelnen Féllen sind nun allerdings extreme periodische Schwankungen, d.h.
Auslenkungen, welche mit einer eindeutigen Frequenz f eine regelméBige Zyklusdauer aufwiesen,
unter Therapie mit Hydroxyurea bei CMPN-Patienten beschrieben worden*3152%, Der erste Teil der
hier vorgelegten Arbeit untersucht dieses Phidnomen der periodischen Schwankungen der
Thrombozyten und zum Teil auch der Leukozyten, was zum einen der Grund fiir diese Oszillationen
ist und zum anderen, ob es bei niedrigen und hohen Thrombozytenzahlen vermehrt zu Thrombosen
oder Blutungen kommt.
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Abbildung 8: Tierexperimentelles Model der Thrombusbildung

Thrombozyten, Erythrozyten, Monozyten und Granulozyten zirkulieren im Blut, wihrend endotheliale Zellen an der Gefilwand anliegen.
Plasmaproteine, wie von-Willebrand-Faktor (vwF), Fibrinogen und andere Gerinnungsfaktoren sind ebenfalls in der Zirkulation zu finden. A) Auf
eine Laser induzierte Verletzung der Gefd3wand vermittelt vwF die Interaktion zwischen Thrombozyten und dem Endothel. Tissue Factor (TF) in der
Gefiwand fithrt zu der Bildung von Thrombin. Thrombin aktiviert (Méuse)-Thrombozyten durch den PAR4-Rezeptor (A-1). Aktivierte
Thrombozyten gehen mit Calcium eine Reaktion ein und fiihren zu einer Freisetzung von ADP und Thromboxan A, (TxA,), was die Rekrutierung und
Aktivierung von Thrombozyten und somit die Bildung eines Thrombus beschleunigt. Diese Thrombozyten exprimieren P-Selectin, PSGL-1
exprimierende Leukozyten-Mikropartikel und Tissue Factor akkumulieren im Thrombus durch die Interaktion von P-Selectin mit PSGL-1 (A-2). Die
Konzentration von Tissue Factor initiiert die Koagulation, die Bildung von mehr Thrombin und die VergroBerung des Fibringerinnsels. B) An einer
oxidativen Verletzung der GefiBwand durch Eisenchlorid wird das Endothel und somit die subendotheliale Matrix freigelegt. Thrombozyten
interagieren mit der Matrix durch GPIb-V-IX und o;,f; auf der Thrombozytenmembran sowie Kollagen und vwF in der Matrix. An Kollagen
bindendes Glykoprotein VI (GP VI) wird fiir die Thrombozyten Aktivierung benétigt, aktivierte Thrombozyten gehen mit Calcium eine Reaktion ein
und fiithren zu einer Freisetzung von ADP und Thromboxan A2 (B-1), was die Rekrutierung und Aktivierung von Thrombozyten und somit die
Bildung eines Thrombus beschleunigt. Diese Thrombozyten exprimieren P-Selectin, PSGL-1 exprimierende Mikropartikel und Tissue Factor
akkumulieren im Thrombus durch die Interaktion von P-Selectin mit PSGL-1 (B-2). Die Konzentration von Tissue Factor initiiert die Koagulation,
die Bildung von mehr Thrombin und die VergroBerung des Fibringerinnsels (aus*).

16



1.5 Hinfithrung zum Thema

Die Herausforderung in der Therapie der chronisch myeloproliferativen Erkrankungen besteht
darin, Thrombosen zu verhindern, ohne aber das Risiko fiir einen Ubergang in eine Myelofibrose
bzw. akute Leukdmie zu erhohen - es wird gegenwirtig diskutiert, ob Hydroxyurea das
Leukdmierisiko erhoht. Bisher war es schwierig, das Risiko einer Thrombose bei dieser
Patientengruppe durch ex-vivo-Untersuchungen abzuschidtzen. Auch bestehen nach wie vor
kontroverse Auffassungen iiber Zeitpunkt und Art der Einleitung einer Therapie. Deswegen
enthalten Patienten haufig eine Therapie, die sie nicht benétigen bzw. von der sie moglicherweise
einen Schaden erfahren. Wie bereits erwéhnt, ist das haufigste Medikament Aspirin zur
Primérprophylaxe. Dieses kann bei Patienten mit Primédrer Thrombozythdmie (und Polycythaemia
vera) zu schweren Blutungen fithren**. Die Nebenwirkungen von Aspirin sind vielfiltig:
Ulkusneigung mit (okkulten) Blutungen, Hemmung der Harnsduresekretion, Nierenschddigung,
Schwindel, Kontraktionshemmung des Uterus und ,,Aspirin-Asthma“s*. Durch Aspirin kann zwar
das Risiko des Auftretens von thromboembolischen Komplikationen gesenkt werden, es ist aber
kein vollstdndiger Schutz erreichbar, da einzelne Patienten auch unter dieser Therapie Thrombosen
entwickeln. Auch gilt es zu bedenken, dass die Patienten hiufig eine (womdglich unndtige)
lebenslange Therapie erhalten, bei der oftmals die Nebenwirkungen der Medikamente
schwerwiegender sind als die Krankheit selbst. Durch eine fiir jeden Patienten individuell ermittelte
Neigung zur Thrombusbildung kann evtl. eine Aussage dariiber getroffen werden, ob fiir den
einzelnen Patienten eine medikamentdse Therapie iiberhaupt nétig bzw. ausreichend ist.

Das Abschitzen eines Thromboserisikos stellt die groBte Herausforderung fiir die behandelten Arzte
dar. Derzeit sind die methodischen Moglichkeiten, das Risiko des Auftretens einer Thrombose
abzuschdtzen, begrenzt. Hoheres Alter (> 60 Jahre), Adipositas, Schwangerschaft und
Postpartalperiode, Therapie mit oder Blockade von Sexualhormonen (Kontrazeptiva und
Hormonersatztherapien), Operationen, Immobilitit, aktive Karzinome, systemische Infektionen
sowie bereits stattgefundene thromboembolische Komplikationen werden als dispositionelle
Risikofaktoren herangezogen, aber als ,,der* Marker sind sie nicht tauglich®®. Laborchemisch wird
des Weiteren eine Thrombophiliediagnostik durchgefiihrt, um angeborene oder erworbene
Himostasedefekte wie zum Beispiel das Antiphospholipidsyndrom, Antithrombin 3-, Protein-C-,
Protein-S-Mangel oder eine APC-Resistenz zu erkennen.

Einfache Thrombozytenfunktionstests sind die standardisiert gemessene Blutungszeit nach Duke
bzw. nach Ivy oder der Rumpel-Leede-Test>8. Allerdings wird diese in-vivo-Blutungszeit heute
nicht mehr empfohlen, da sie zwar physiologische Ergebnisse liefert, aber die Nachteile durch
Mangel an Sensitivitdt und Unspezifitit, sowie eine hohe Variabilitit iiberwiegen3”> (Tabelle 2).

Es wird seit langen diskutiert, ob eine Funktionsstérung der Thrombozyten zu dem erhdhten Risiko
eines thromboembolischen Ereignisses der Patienten mit einer CMPN beitragt®. Daher wurde die
Funktion der Thrombozyten in den letzten Jahren verstirkt untersucht, indem unterschiedliche
Techniken der Aggregometrie oder anderer Methoden, wie zum Beispiel der Platelet Function
Analyzer (PFA-100), in Patienten mit einer CMPN untersucht wurden, um die Patienten zu
identifizieren, die liber ein erhohtes Risiko fiir ein Thrombose verfiigen®!626364.65,

Ein Thrombozytenfunktionstest ist der PFA-100, bei dem eine kollagenbeschichtete Membran das
geschidigte Endothel imitiert®. In eine Messzelle wird Citratblut mit hohen Scherkréften durch eine
Offnung in der Membran angesaugt, wobei die Membran zusitzlich mit den Stimulatoren ADP oder
Epinephrin (Adrenalin) beschichtet ist. Als MaB fiir die Thrombozytenfunktion gilt die Zeit bis zum
Verschluss der Offnung durch den sich bildenden Thrombozytenthrombus, wobei die maximale
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1.5 Hinfithrung zum Thema

Messzeit sich auf 300 Sekunden belduft. Beeinflussbar ist das Ergebnis der Messung beispielsweise
durch erniedrigte Werte des von-Willebrand-Faktors bzw. die Einnahme von Aspirin®. Der PFA-100
ist ein weltweit verfligbarer, niitzlicher diagnostischer Test, der sich in der in-vivo
Thrombozytenfunktionsdiagnostik etabliert hat®®. Er kann fiir eine Vielzahl von klinischen
Situationen angewendet werden: Storungen des von-Willebrand-Faktors, erblich bedingte oder
erworbene Krankheiten der Thrombozytenfunktion, sowie die Kontrolle der Wirksamkeit von
Medikamenten wie zum Beispiel Aspirin®7*7"72. Allerdings ist noch nicht vollstindig geklart, wie
sich die Aussagekraft des PFA-100 mit Thrombozytenwerten von > 500.000/ul oder einem
Héamatokrit von > 50% verhélt, welche Charakteristika der CMPN sind®.

Eine neuere Methode ist die Messung der Thrombozytenaggregation, die in zwei prinzipielle
Methoden unterteilt werden kann: die Impendanzaggregometrie und die Licht-Transmissions-
Aggregometrie (LTA)>7#757, Die Impendanzaggregometrie (Multiple Electrode Aggregometry,
Abk. MEA, im Handel verfiigbare Geridte Chrono-log® Aggregometer, Mulitplate®) basiert auf den
Methoden der Impendanzaggregometrie nach Cardinal, einem 1979 vorgestellten Verfahren zur
Thrombozytenfunktionsdiagnostik im Vollblut’”78, Kiirzlich hat eine Arbeitsgruppe das Verfahren
der MEA auf Patienten mit CMPN angewendet®. Zur Aggregation wurden die Agonisten
Arachidonsédure, ADP sowie TRAP-6 (Thrombin Receptor Activating Peptide) eingesetzt.

Die Thrombozytenaggregation ist in mehreren Studien fiir die Begutachtung von CMPN-Patienten
eingesetzt worden®"””. Auch wurde die Aggregometrie verwendet, die Wirksamkeit von Aspirin zu
tiberpriifen®*®!, Obwohl diese Methode vergleichsweise alt und weit verbreitet ist, hat sie doch
mehrere Nachteile, die zu einem groflen Teil aus einer fehlenden Standardisierung stammen®.
Verschiedene ADP-Agonisten fiihren zu unterschiedlichen Ergebnissen, und unterschiedliches
Kollagen fithren zu unterschiedlichen Antworten der Aggregation.

Eine weitere Methode zur Thrombozytenfunktionsdiagnostik ist die Durchflusszytometrie, welche
zum Nachweis eines hereditiren Defektes und von immunologisch vermittelten
Thrombozytopenien sowie durch die Bestimmung von retikulierten Thrombozyten fiir eine
Differenzierung zwischen einer Storung der Thrombozytenbildung und einer verbrauchsbedingten
Thrombozytopenie verwendet werden kann>*#. Auch moglich ist eine Bestimmung des Effekts von
Clopidogrel auf die Thrombozyten®*. Vorteil der Durchflusszytometrie ist die geringe Menge an
benotigtem Blut (S5ul) sowie die Unabhédngigkeit vom Thrombozytenwert, was den Einsatz auch bei
Thrombozytopenien ermdglicht®. Nachteile sind der hohe Kostenfaktor fiir Material, die zwingend
notwendig schnelle Verarbeitung der Blutprobe und das Fehlen einer Kontinuitit zwischen den
einzelnen Modellen, die fiir die Durchflusszytometrie eingesetzt werden®:.

Die Suche nach dem einen oder mehreren Risikofaktoren, welche eine therapierelevante
Aussagekraft haben, ist daher noch nicht beendet. Auch wurde bis dato kein wirklich praktikabler
Test gefunden, der Risikopatienten klar identifiziert®”. Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich
deshalb mit einem neuen Testgerét: in einem Pilotprojekt mit kleiner Fallzahl wurden Patienten mit
Primdrer Thrombozythdmie unter Aspirin-Dauertherapie mit einem Prototyp (Real Time
Thrombosis Profiler [RTTP]) untersucht. Die Firma Portola Pharmaceuticals Inc. in San Francisco
(USA) hat dieses Gerdt entwickelt, welches dort urspriinglich zur Testung von Stoffen, die die
Bildung von Thromben beeinflussen konnen, verwendet wird. Fiir die vorliegende Arbeit wurde der
RTTP erstmals zur klinischen Anwendung an Patienten zur Verfiigung gestellt.
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1.5 Hinfithrung zum Thema

Tabelle 2: Messsysteme zur Thrombozytenfunktionsdiagnostik

Name

Testsystem

Handelsname
(Auswahl)

Blutprobe

Bsp. fiir verwendete
Agonisten

Prinzip

Licht-Transmissions-
Aggregometrie
(LTA)%

.Born-Aggregation‘

Behring Coagulation
Timer

plattchenreiches
Plasma

Arachidonséure, ADP

Photometrische
Messung der
Verdnderung der Licht-
transmission nach
Zusatz eines
Thrombozyten-
aktivators.

Vollblutaggregometrie

73,77

Rapid Platelet Function
Analzyer

VerifyNow™

Zitratantikoaguliertes
Vollblut oder Heparin

Arachidonséure (ASS-
Messzelle), ADP und
Prostaglandin E1
(Clopidogrel-
Messzelle)

Aktivierte
Thrombozyten binden
an fibrinogen-
beschichtete Partikel

Impedanz-
aggregometrie
(=MEA)

Chrono-log®
Aggregometer,
Mulitplate®

Hirudin
antikoaguliertes
Vollblut

ADP, Collagen,
Epinephrin

Messung des
elektronischen
Widerstands zwischen
Elektroden, die in
Vollblut eingebracht
werden.

In-vitro Blutungszeit
66

PFA-100

Zitratantikoaguliertes
Vollblut

ADP oder Epinephrin

Eine Kollagen-
beschichtete Membran
imitiert das
geschédigte Endothel

In-vivo Blutungszeit
57,58

Test nach Duke

in-vivo

keine

Eine Wunde wird mit
einer Lanzette gesetzt,
alle 15 sek. werden die
Bluttropfen abgesaugt.
Die Blutungszeit gibt
die Zeit zwischen dem
Stich und dem
Sistieren der Blutung
in Minuten an.

Rumpel-Leede-Test

in-vivo

keine

Eine Blutdruck-
Manschette wird 10
mmHg iiber dem
diastolischen Druck
aufgepumpt, diese
Stauung wird iiber 5
min gehalten. Test ist
positiv, wenn unterhalb
der Stauung vermehrt
Petechien auftreten

Durchfluss-
zytometrische

Thrombozytenanalyse
83

Flusszytometrie

Zitratantikoaguliertes
Vollblut,
plattchenreiches
Plasma

ADP, Arachidonséure,
Kollagen, Epinephrin

Emissionen von
optischen Signalen.
Zusétzlich kann man
mit gestreutem Licht
Fluoreszenzen messen
(monoklonale
Antikorper)

Zur Durchfiihrung der Untersuchung mittels des RTTP wird eine abgenommene Blutprobe mit
einem Antikoagulans sowie einem Farbstoff zur Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten
versehen. Anschlieend wird das so priparierte Blut durch eine Glaskapillare geleitet und mit einer
Kamera aufgezeichnet, ob bzw. wie schnell sich ein Thrombus bildet. Grof3er Vorteil des RTTP ist
die Moglichkeit, unterschiedliche FlieBgeschwindigkeiten einzustellen, womit arterielle und vendse
Stromungsbedingungen simuliert werden konnen.
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1.6 Fragestellungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Periodische Thrombozyten- und Leukozytenfluktuationen unter HU- Therapie:

a) Wie haufig ist dieses Phdnomen in einer deutschen Patientenkohorte?
b) Wie konnen die Fluktuationen erklart werden?
C) Treten wihrend dieser Schwankungen thromboembolische und hédmorrhagische

Komplikationen auf?

2. Klinische Anwendbarkeit eines Thrombusbildungsanalysegerétes (RTTP) zur Abschétzung

des Thromboserisikos:

a) Welchen Einfluss hat Aspirin auf die Thrombusbildung von PT-Patienten im Vergleich mit
einer gesunden Kontrollgruppe?

b) Beeinflusst die JAK2Y¢'"-Mutation bei PT-Patienten die Thrombusbildung?

c) Welchen Einfluss haben Thrombozyten-, Leukozyten- und Hamatokritwert auf die
Thrombusbildung?
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Teil 1: Hydroxyurea-induzierte Oszillationen bei Patienten mit Polycythaemia vera

Teil 1: Hydroxyurea-induzierte Oszillationen bei
Patienten mit Polycythaemia vera

1. Material und Methoden
1.1 Patienten

In der 310 Patienten umfassenden CMPN-Datenbank der Héamatologisch-Onkologischen
Schwerpunktpraxis (Prof. Dr. med. Petro E. Petrides, Miinchen, Stand Mirz 2008) wurde nach
Patienten mit Polycythaemia vera und Primérer Thrombozythdmie gesucht, bei denen eine
periodische RegelmifBigkeit der Thrombozytenwerte und anderer Blutzellreihen auffillig waren.
Diese Datenbank beinhaltet sowohl Patienten, welche in diesem Referenzzentrum behandelt
werden, oder sich zur Einholung einer Zweitmeinung vorstellten.

Die PV bzw. PT wurde entweder nach den Kriterien der Polycythaemia Vera Study Group (PVSG)
oder nach den Kriterien der WHO von 2001 bzw. 2008 diagnostiziert, abhdngig davon, wann die
Erstdiagnose gestellt worden war®#8, Nach der Entdeckung der JAK2V*'""-Mutation wurden alle
Patienten auf diese Mutation hin untersucht.

Bei den Patienten, die eine periodische RegelméBigkeit der Thrombozyten aufwiesen, wurden
folgende Parameter untersucht: niedrigster und hochster Thrombozytenwert, CMPN der Patienten
(PV oder PT), Therapie (Dosis, Dauer der Einnahme, unterschiedliche Handelsnamen). Des
Weiteren wurden die anderen Blutzellreihen, also niedrigster und hochster Leukozyten- und
Erythrozytenwert, durchschnittliche Leukozyten- und Erythrozytenzahl, sowie Hémoglobin-,
Héamatokrit- und MCV-Wert analysiert. Ebenfalls wurden Alter, Geschlecht und Status der
JAK2V*'"*_Mutation, klinische Komplikationen wie Blutungen und thromboembolische Ereignisse
dokumentiert.

1.2 Lomb-Periodogramm

Um die Fluktuationen besser zu verstehen, wurde eine mathematische Analyse der Periodizitit
durchgefiihrt, mit der das Frequenzspektrum nach dem Lomb-Periodogramm berechnet wird. Das
Lomb-Periodogramm ist eine spezielle Version der Fourier-Spektral-Analyse, die dazu benutzt
werden kann, ungleichméfig gesammelte Daten zu analysieren. Auch kann die Lombanalyse dazu
verwendet werden, Oszillationen mit niedriger Amplitude zu entdecken, welche visuell sonst nicht
erkennbar sind. Diese Technik hat ihren Ursprung in der Astronomie, wo sie fiir die Spektral-
Analyse von Pulsaren verwendet wird®. Fiir die Untersuchung der Fluktuationen von Blutzellen
wurde sie von Bennett und Grunwald eingefiihrt*. Fiir die Berechnung durch das Lomb-
Periodogram wurde fiir diese Arbeit ein auf PERL (Practical Extraction and Report Language)
basiertes Auswertungstool programmiert. Dieses Auswertungstool hat alle Blutbilder der Patienten,
welche in der institutseigenen Datenbank vorhanden waren, auf Oszillationen mittels dem Lomb-
Periodogramm analysiert. Der Quelltext des Lomb-Periodogramm stammt von George B. Moody
und war unter der GNU General Public License frei erhéltlich - Quelltext siche Anhang®*'.
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1.2 Lomb-Periodogramm

Wo immer es moglich war, wurde die Periodizitit vor, wihrend und nach der Einnahme von
Hydroxyurea und auch nach einem Wechsel der Therapie auf andere Medikamente untersucht.
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2. Ergebnisse

2. Ergebnisse
2.1 Merkmale der Patienten

Aus der Gruppe von 310 Patienten wurden zwolf Patienten identifiziert (7w/5m), die starke
Schwankungen der Thrombozyten aufwiesen. Die Patienten hatten alle unterschiedliche Amplituden
(Tabelle 3). Bei all diesen Patienten war eine Polycythaemia vera diagnostiziert worden, bei keinem
Patienten mit o.g. Schwankungen konnte eine Primdre Thrombozythdmie nachgewiesen werden.
Alle Patienten wurden mit HU behandelt. Alle zwolf Patienten waren positiv auf die JAK2Y6!7F-
Mutation getestet worden. Bei flinf dieser zwolf Patienten konnte ebenfalls Schwankungen der
Leukozyten beobachtet werden.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug das mittlere Alter 54,5 Jahre (22-73), mittlerer
Hamoglobinwert 17,4g/dl (12,2-22,1), mittlerer Hamatokrit 54,2 (44,1-66,7), mittlere
Erythrozytenzahl 7,3 x 10'%/1 (5,8-9,9), mittlere Thrombozytenzahl 519 x 10°/1 (281-1125), und
mittlere Leukozytenzahl 13,3 x 10%1 (7,0-28,0). Aus den Patientenakten ergab sich kein Hinweis
darauf, dass die Patienten nicht wie verordnet ihre Medikation einnahmen.

Tabelle 3: Die 12 identifizierten Patienten

= 5 A a = g
- 3 ) = B <
& 5 2 8 2 £
153 o q_;") E =
O & = S 3
8 < =
B =
5
5 5 5 5
= = = =
3 g 8 3
& = & =
Z Z
[Jahr] [Jahre] [x10°/1] [x10°/1]
1 w 2001 22 21 1417 3,1 14,0
2 w 2005 53 68 1690 6.9 333
3 w 2001 73 71 1145 3,1 29,1
4 1996 52 104 1420 1,9 6.9
5 1998 65 46 1122 4.5 38,2
6 m 1999 55 116 598 10,5 21,7
7 w 2003 42 136 1385 8,6 21,6
8 m 1990 44 27 4900 43 30,1
9 m 2001 61 189 1162 5,4 10,2
10 m 2003 60 21 1495 43 12,4
11 w 2006 58 140 530 6,5 9,4
12 w 2005 54 116 989 5,5 16,4
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

Die Thrombozyten fluktuierten zwischen einem Minimum von 21 x 101 und einem Maximum von
4900 x 10°/1, die Leukozyten zwischen einem Minimum von 1,9 x 10%1 und einem Maximum von
38,2 x 10°/1 (Tabelle 3).

2.2.1 Analyse unter HU-Therapie

Die Fluktuationen der Blutzellen wurden zundchst auf Oszillationen durch das Lomb-
Periodogramm wihrend der Therapie mit Hydroxyurea analysiert. Tabelle 4 zeigt diese Analyse fiir
die Thrombozyten und Leukozyten in tabellarisierter Form, Tabelle 5 in graphischer Darstellung.
Tabelle 6 zeigt die Analyse des Hdmatokrits und des Hdmoglobinwertes und Tabelle 7 die des
Erythrozytenwertes und des MCV.

In Deutschland sind zwei verschiedene Hydroxyurea-Medikamente zugelassen: Syrea® (Medac,
Wedel) und Litalir® (BMS, Miinchen) zugelassen. Unter der Therapie mit beiden Prédparaten
wurden die Oszillationen festgestellt - Patienten 1,3,4,6,10 nahmen Litalir®, die restlichen Syrea®
ein. Die tigliche Dosis von Hydroxyurea variierte von 0,5-3,5 g/Tag.

In der groBen Mehrzahl der zwdlf Patienten begannen die Oszillationen unmittelbar nach der
Einnahme von Hydroxyurea begannen (alle Patienten bis auf eins und acht). Bei Patient 1 begannen
die Oszillationen der Thrombozyten und Leukozyten erst nach einer Verzogerung von zwolf
Monaten nach Einnahme von Hydroxyurea. Bei Patient 8 traten die Oszillationen nach
sechsjdhriger HU-Einnahme erst nach einer Splenektomie auf.

Wihrend der Dauer der Oszillationen (25,5 Patientenjahre) wurden keine thromboembolische oder
Blutungen beobachtet.
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

Tabelle 4: Lomb-Analyse der Thrombozyten und Leukozyten unter Therapie mit HU

Patient Thrombozyten Leukozyten
5 5 g E 5 5 g E
3 7 2 3 T 2
Z an Z )
[x10°/1] [1/Tage] [Tage] [x10°/1] [1/Tage] [Tage]
1 21 1417 0,040000 28 3,1 14,0 0,037900 26
2 68 1690 0,036885 27 6,9 333 0,037568 27
3 71 1145 0,033505 29 3,1 29,1 0,000271 3686
4 104 1420 0,034637 29 1,9 6,9 0,034637 29
5 46 1122 0,033557 30 4.5 38,2 0,034072 29
6 116 598 0,033293 30 10,5 21,7 0,007630 130
7 136 1385 0,035941 28 8,6 21,6 0,001586 630.67
8 27 4900 0,031746 31 4,3 30,1 0,023810 42
9 189 1162 0,035354 28 5,4 10,2 0,027778 36
10 21 1495 0,034351 29 4,3 12,4 0,034733 28
11 140 530 0,036260 28 6,5 9,4 0,007634 131
12 116 989 0,037634 27 5,5 16,4 0,005376 18
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

Tabelle 5: Graphische Darstellung der Oszillationen unter HU-Therapie

Patient | Thrombozyten Leukozyten
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse
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2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

Tabelle 6: Lomb-Analyse des Hamatokrits und des Hamoglobinwertes unter HU-Therapie

n.v. = nicht verfligbar

29

Patient Héamatokrit Hamoglobin
3 = 2 2 22 2
Z n Z )
[%] [1/Tage] [Tage] [g/d]] [1/Tage] [Tage]
1 26,9 44,5 0,001043 958,66 8,60 14,20 0,001043 958,66
2 30,0 64,5 0,000273 3660,00 12,40 20,30 0,000455 2196,02
3 27,0 50,0 0,001357 736,80 9,80 15,30 0,001222 818,67
4 n.v. n.v. n.v. n.v. 11,10 17,50 | 0,000544 | 1837,60
5 39,2 62,0 0,003454 1375,33 12,70 18,70 0,000787 1269,54
6 44,9 51,2 0,000173 5777,34 11,90 17,20 0,002077 481,45
7 44,0 51,0 0,007400 135,14 4,10 14,20 0,001586 630,67
8 25,7 60,0 |0,034211 2923 8,20 13,50 | 0,001316 | 760,00
9 38,0 45,0 0,012626 79,20 11,50 13,20 0,010101 99,00
10 19,2 54,6 0,000668 1497,00 10,50 17,60 0,000932 1073,00
11 28,2 54,3 0,000770 1298,00 11,50 15,70 0,006772 147,66
12 31,9 490 0,004952 201,94 6,90 1040 | 0,028226 | 3543
Tabelle 7: Lomb-Analyse des Erythrozytenwertes und des MCV unter HU-Therapie
n.v. = nicht verfiigbar
Patient Erythrozyten MCV
5 5 g E 3 5 g E
[x10'1] [1/Tage] [Tage] [um?] [1/Tage] [Tage]
1 3,2 7,6 0,001055 948,0 69,0 96,0 0,000348 2876,00
2 8,5 18,5 0,000000 1155,8 48,3 94,5 0,000591 1689,23
3 5,0 7,2 0,000000 460,5 58,0 74,0 0,003676 272,00
4 24 13,3 0,000000 9188,0 42,0 119,0 0,000108 9187,97
5 4,5 9,2 0,000000 1375,3 443 103,0 0,000485 2063,00
6 53 8,3 0,000000 3466,4 85,3 98,7 0,000362 2761,60
7 4,3 7,7 0,003700 270,3 82,0 90,8 0,009091 110,00
8 2,5 3,9 0,002632 380,0 93,0 103,4 0,001316 760,00
9 53 6,7 0,123038 396,0 n.v. n.v. n.v. n.v.




2.2 Analyse der Patienten durch die Lomb-Analyse

10 3,5 5,2 0,000932 1073,0 81,0 104,7 0,000668 1497,00
11 34 7,2 0,000770 1298,0 65,0 91,5 0,108594 92,09
12 3,1 5,5 0,140843 201,9 n.v. n.v n.v. n.v.

2.2.2 Analyse nach Absetzen der HU-Therapie

AnschlieBend wurde die Lomb-Analyse bei neun Patienten einen Monat nach Beendigung der
Therapie mit Hydroxyurea durchgefiihrt. Drei Patienten waren zum Zeitpunkt der Therapie immer
noch unter Therapie mit Hydroxyurea und konnten somit nicht weiter analysiert werden (Patienten
2,4 und 7). Fiir alle librigen Patienten wurde das Lomb-Periodogramm fiir die Thrombozyten und
Leukozyten fiir den Zeitabschnitt nach Absetzen der Medikation mit Hydroxyurea durchgefiihrt
(Tabelle 8 zeigt die Analyse in tabellarisierter Form, Tabelle 9 die graphische Darstellung).

In 7 von 9 Patienten fiihrte eine Beendigung der Therapie mit Hydroxyurea auch zu einem Ende der
Oszillationen, welches nach einem Medikamentenwechsel zu Anagrelid (Patienten 1, 3, 10 und 12)
oder Myeleran (Patienten 5 und 8) bzw. komplettes Absetzen der myelosuppressiven Therapie
(Patient 6) zu sehen war. Die Oszillationen der Patienten 9 und 11 verschwanden langsam trotz
weitergefithrter Therapie mit Hydroxyurea. Die Zeit bis zum kompletten Verschwinden der
Oszillationen kann mehrere Monate betragen, wie Patient 1 zeigt: auch nach dem Wechsel zu
Anagrelid waren die Oszillationen erst nach neun Monaten nicht mehr nachzuweisen, wenn auch
stets mit einer kleineren Amplitude als unter Therapie mit Hydroxyurea.

Tabelle 8: Lomb-Analyse der Thrombozyten und Leukozyten nach Absetzen der HU-Therapie

Patient Thrombozyten Leukozyten
£ < 0 % B < o %,
2 2 ] ) 3 : = N
z s Z n
[x10°1] [1/Tage] [Tage] [x10°1] [1/Tage] [Tage]
1 47 0 0,000174 5760,00 4,8 35,9 0,000174 0
2 Weiterhin Therapie mit Hydroxyurea mit Oszillationen
3 52 587 0,001145 873,60 9,0 28,0 0,000237 4228,01
4 Weiterhin Therapie mit Hydroxyurea mit Oszillationen
5 54 740 0,000281 3562,66 4,5 38,2 0,000108 9227,99
6 238 1180 0,000185 5405,99 15,1 44,5 0,000010 0
7 Weiterhin Therapie mit Hydroxyurea mit Oszillationen
8 100 441 0,001357 737,00 6,6 17,7 0,001357 737
9 233 554 0,002053 487,00 5,0 8,4 0,016427 60,88
10 311 959 0,002528 395,50 7,6 12,6 0,001580 632,8
11 263 523 0,012248 81,65 7,1 9,2 0,002882 347
12 656 967 0,007709 129,71 13,2 19,6 0,012115 82,55
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Tabelle 9: Graphische Darstellung der Fluktuationen nach Absetzen der HU-Therapie
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2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Aus einer Gruppe von 310 Patienten wurden 12 Patienten identifiziert, bei denen Oszillationen der
Thrombozyten nachgewiesen werden konnten. Alle 12 Patienten hatte eine JAK2Y®'"F-positive
Polycythaemia vera. Die durchschnittliche Zyklusdauer war 28,6 Tage (27-30). Von diesen 12
Patienten hatten zusidtzlich 5 Patienten ebenfalls Oszillationen der Leukozyten mit einer
durchschnittlichen Zyklusdauer von 27,8 Tagen (26-29). Keine Oszillationen wurden nachgewiesen
fiir Himatokrit-, Hdmoglobin-, Erythrozyten- und MCV-Wert. Die Amplitude der Thrombozyten
und Leukozyten variierte bei jedem Patienten, wie auch von Patient zu Patient.

Bei zehn der zwolf Patienten begannen die Oszillationen unmittelbar nach der Einnahme von
Hydroxyurea. Bei sieben von neun Patienten verschwanden die Oszillationen nach dem Ende der
Einnahme von Hydroxyurea, wobei dies bei einem Patienten erst nach zwdlf Monaten zu
beobachten war.

Bei sieben von neun Patienten fiihrte eine Beendigung der Therapie mit Hydroxyurea (durch
Medikamentenwechsel zu Anagrelid oder Myleran bzw. komplettes Absetzen der
myelosuppressiven Therapie) auch zu einem Verschwinden der Oszillationen. Aber auch hier gibt es
Ausnahmen: bei zwei Patienten verschwanden die Oszillationen langsam trotz weitergefiihrter
Therapie mit Hydroxyurea. Die Oszillationen traten unabhiangig vom Herstellerpraparat auf.

Die Patienten wurden {iiber insgesamt 76 Patientenjahre beobachtet, Die durchschnittliche
Beobachtungszeit betrug 84 Monate (18-125), von denen 20 Jahre unter Medikation mit
Hydroxyurea zu verzeichnen sind. Die mittlere Einnahmezeit von Hydroxyurea betrug 19,5 Monate
(4-120).

Wihrend der Dauer der Oszillationen (25,5 Patientenjahre) wurden keine thromboembolische oder
Blutungen beobachtet. Die tigliche Dosis von Hydroxyurea variierte von 0,5-3,5 g/Tag.

Tabelle 10 fasst die Ergebnisse zusammen.
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2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 10: Ubersicht iiber alle 12 oszillierenden Patienten

Alle Patienten waren positiv auf die JAK2V*'"-Mutation getestet worden; Minnliche Patienten: 5,6,8,9,10; weibliche
Patienten 1-4,7,11-12. Patienten 1,3,4,6,10 nahmen Litalir®, die anderen Syrea®. Mathematische Analyse durch das
Lomb-Periodogramm der Thrombozyten und Leukozyten. Ebenfalls gezeigt werden Beginn, Ende und Dauer der

Oszillationen, ebenso Dauer der HU-Einnahme, Dosis und totale Beobachtungsdauer.
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[Tage] | [Tage] [Monate] | [Monate] [g/Tag] [Monate]
1] 28 26 |nach HU Einnahme mit|Anagrelid nach 9monatiger| 36 23 0.5-2,0 101
12monatiger Verzogerung | Verzdgerung

2 27 27 | Sofort nach HU Einnahme | Weiterhin Oszillationen 40 40 1,0-2,0 48
3 29 Sofort nach HU Einnahme | Anagrelid 4 4 1,0-2,0 96
4 30 29 | Sofort nach HU Einnahme | Weiterhin Oszillationen 120 120 1,0-2,0 125
51 30 29 | Sofort nach HU Einnahme | Busulphan 10 10 0,5-3,5 120
6 30 Sofort nach HU Einnahme | Ende der HU Therapie 15 15 1,0-2,0 96
71 27 Sofort nach HU Einnahme | Weiterhin Oszillationen 48 48 1,0-2,0 48
8| 30 Nach Splenektomie Busulphan 8 8 1,0-2,0 108
9 28 Sofort nach HU Einnahme | Einen zusétzlichen Aderlass 21 4 0.5-1,0 72
10| 29 28 |Sofort nach HU Einnahme | Anagrelid 21 21 1,0-2,0 48
11| 28 Sofort nach HU Einnahme | Ohne erkennbaren Grund 18 6 1,0 18
12| 27 Sofort nach HU Einnahme | Anagrelid 7 7 0.5-1,0 36
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3. Diskussion

Die systematische Analyse einer Patientendatei hat zur Identifikation von 12 Patienten mit
Polycythaemia vera gefiihrt, welche unter Therapie mit Hydroxyurea Oszillationen der
Thrombozyten und zum Teil der Leukozyten aufgewiesen haben. Damit handelt es sich um die
grofite im internationalen Schrifttum publizierte Kohorte (Tabelle 11)°2. Die hohe Zahl von
identifizierten Patienten mit Oszillationen ist moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass eine
hohe Anzahl von Blutbildern zur Verfiigung stand. Allerdings sind nicht nur eine hohe Anzahl,
sondern auch irreguldre Abstinde erforderlich, um eine Oszillation von einer Fluktuation
unterscheiden zu konnen. Wie in Kapitel 1.1 gezeigt, ist es oftmals unmoglich, an Hand von
Graphen eine Unterscheidung zwischen Fluktuationen und Oszillationen zu treffen.

Zwei mathematische Parameter konnen in diesen Patienten unterschiedlich sein: Lénge der Periode
(Zyklusldnge) und Amplitude der Oszillationen. Buckley et. al untersuchten im Jahr 2000 die
Thrombozytenwerte von 3789 Individuen, um intra- und interindividuelle Unterschiede
festzustellen®*. Das Ergebnis war zum einen, dass Thrombozytenwerte in jedem Individuum in sehr
engen Grenzen konstant gehalten werden, und zum anderen, dass eine Amplitudenénderung von
mehr als 98.000/pul in einem Menschen mit einer geschéitzten Wahrscheinlichkeit von kleiner 1:1000
auftritt. Von den Autoren wurde die These aufgestellt, dass jeder Mensch seinen eigenen
Referenzbereich hat, in dem sich die Thrombozytenwerte bewegen. Im Gegensatz dazu war die
beobachtete Amplitude der Thrombozyten der zwolf hier vorgestellten Patienten deutlich grofer —
nicht selten groBer 1 Mio./pl.

Oszillationen konnen nur entdeckt werden, wenn bei Patienten Blutbildanalysen in Zeitintervallen
erfolgen, die auBerhalb der typischen Periodendauer von 28 Tagen liegen. Die Chancen, eine
Oszillation zu entdecken sind daher hoher, wenn die Patienten in irreguldren Zeitabstinden zu
Kontrolluntersuchungen einbestellt werden. Empfehlenswert wiren Kontrollen in fiinftigigem
Abstand tiber drei Monate, um eine Oszillation durch die Lombanalyse zu entdecken. Da oftmals
eine regelméfBige Kontrolle erfolgt, ist die Héufigkeit der Oszillationen wahrscheinlich hoher als
bisher festgestellt. Daher kann keine Aussage iliber die Héiufigkeit der durch Hydroxyurea
induzierten Oszillationen getroffen werden.

Hydroxyurea triggert diese Oszillationen in dieser Patientenkohorte, da keine spontanen
Oszillationen beobachtet worden waren. Ebenfalls sind nach Absetzen von HU keine weiteren
Oszillationen beobachtet worden. Aber es gibt hierbei Ausnahmen: bei einem Patienten begannen
die Oszillationen der Thrombozyten und Leukozyten erst nach einer Verzdgerung von zwolf
Monaten nach Einnahme von Hydroxyurea. Dieses Phdnomen wurde auch von anderen Autoren bei
einem Patienten mit Polycythaemia vera und zwei CML Patienten beobachtet**>4. Bei einem
anderen Patienten traten die Oszillationen nach sechsjdhriger HU-Einnahme erst nach einer
Splenektomie auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine Fehlfunktion der Milz zu den
Oszillationen bei nicht splenektomierten Patienten beitragt.

Hydroxyurea greift in die DNA-Synthese ein, indem es die Ribonukleotidreduktase in
hdmatopoetischen Stammzellen hemmt>. Dieses Enzym reduziert die 2'-Hydroxyl-Gruppe der
Ribose. Dadurch erreichen viele Zellen die Mitose zur selben Zeit, womit eine partielle
Synchronisation bewirkt wird. Fiir diesen Zweck wird Hydroxyurea in Experimenten mit
Gewebekulturen verwendet®. Diese Synchronisation erhoht die Chancen fiir eine Oszillation, da
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sich ein groBerer Anteil der Zellen gleichzeitig vermehrt bzw. abgebaut wird. Moglicherweise wird
dadurch auch bei einzelnen Individuen eine Synchronisation erreicht, was zu Oszillationen fiihrt.

Interessanterweise sind Hydroxyurea-induzierte Oszillationen von Thrombozyten und Leukozyten
bisher nur bei Patienten mit Polycythaemia vera, aber nicht bei Patienten mit Primirer
Thrombozythdmie  beobachtet worden. Eine mogliche Erklirung ist, dass die
Ribonukleotidreduktase ein eisenhaltiges Enzym darstellt. Im Knochenmark von PV-, aber nicht
von PT-Patienten, sind die Eisenspeicher hdufig entleert®. Im Gegensatz zu Patienten mit einer
Primédren Thrombozythdmie findet sich bei Patienten mit einer Polycythaemia vera regelméBig ein
krankheitsassoziierter Eisenmangel. Da die Reduktase ein eisenabhéngiges Enzym ist, konnte ein
Eisenmangel zu einer Storung der Enzymfunktion fiihren.

Alle Patienten sind Triger der JAK2Y®'*-Mutation. Bis auf einen Patienten bei Burthem et al,
welcher positiv auf die JAK2V®'"F-Mutation getestet worden war, ist in der Literatur keine Angabe
iiber den Mutationsstatus bei den oszillierenden Patienten zu finden, da die iibrigen Artikel vor der
Entdeckung der JAK2V¢'”F-Mutation erscheinen worden waren’'.

Da HU der Ausloser fiir diese Oszillationen ist, ist eine Moglichkeit Hydroxyurea abzusetzen und,
sofern vertretbar, auf eine Therapie mittels Aderlass, Aspirin oder Anagrelid umzustellen. Im
Gegensatz zu Hydroxyurea hat Anagrelid keine Wirkung auf hdmatopoetische Stammzellen,
sondern wirkt als Inhibitor der Produktion von Megakaryozyten®”. Aber auch diese Strategie wirkt
nicht bei allen Patienten™.

Wenn eine HU-Therapie trotz Oszillationen beibehalten werden soll, gibt es mehrere Strategien um
diese zu verringern bzw. zu verhindern. Nach Angabe anderer Autoren nehmen bei einigen
Patienten die Oszillationen spontan ab, wenn die Dosis von Hydroxyurea konstant gehalten wird*.
Bei keinem der hier beschriebenen zwolf Patienten war diese Strategie jedoch erfolgreich.

Wenn Oszillationen unter der Therapie mit Hydroxyurea auftreten, besteht dann die Indikation zu
einer Anderung der Behandlung? Der Referenzbereich fiir Thrombozyten liegt zwischen 150.000—
450.000 /ul, allerdings ist der Bereich, in dem eine normale Gerinnung funktioniert, viel grofer,
50.000 — 600.000 /ul?®%, Niedrige Thrombozytenwerte unter 20.000 /ul erhdhen das Blutungsrisiko,
hohe Thrombozytenwerte konnen mit einem erhohten Thrombose — aber auch Erkrankungsrisiko
verbunden sein'®. Eine Leukozytopenie kann eine Infektion begiinstigen, eine Leukozytose wird in
den Zusammenhang mit einem erhéhten Thromboserisiko gebracht!’!. Da in der beschriebenen
Patientenkohorte weder bei hohen noch bei niedrigen Werten diesbeziiglich Komplikationen
auftraten, scheint die Komplikationsrate eher gering zu sein. Die Thrombozyten waren im Rahmen
der Oszillationen hdufig iiber 1 Mio./ul — dies belegt die klinische Beobachtung, dass fiir die
Entstehung einer Thrombose bei Patienten mit einer Polycythaemia vera die Hoéhe des
Thrombozytenwertes nicht entscheidend beitrdgt, sondern dass der Hamatokrit der wichtigste
Risikofaktor ist. Auf der anderen Seite haben zwei Autoren Patienten beschreiben, bei denen
wiahrend der Thrombozytosephase eine erhohte Blutungsneigung und eine digitale Ischdmie
auftraten*.

Oszillationen wurden unter Therapie mit Hydroxyurea sowohl in Thrombozyten wie auch in
Leukozyten gezeigt, aber nicht bei Erythrozyten. Eine mdgliche Erklarung ist die unterschiedliche
Lebensdauer der Thrombozyten (acht Tage), Leukozyten (acht bis zehn Tage) und Erythrozyten
(einhundert-zwanzig Tage)!'0>19>1% Thrombozyten und Leukozyten werden schneller produziert und
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abgebaut, was eine Oszillation wahrscheinlicher macht. Man kann aber nicht ausschlieBen, dass
Retikulozyten als Vorldufer der Erythrozyten ebenfalls oszillieren, da sie eine kiirzere Lebensdauer
haben. Retikulozytenwerte standen aber nicht zur Verfiigung.
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Tabelle 11: Ubersicht iiber alle bisher publizierten PV-Patienten mit HU induzierten Oszillationen

Ubersicht iiber alle 8 Patienten, iiber die in der Literatur berichtet worden sind und die in dieser Arbeit vorgestellten 12 Patienten. Bis auf einen Patienten bei Burthem et
al, welcher positiv auf die JAK2V*'"-Mutation getestet worden war, ist in der Literatur ist keine Angabe {iber den Mutationsstatus bei den oszillierenden Patienten zu
finden, da die iibrigen Artikel vor der Entdeckung der JAK2Y®'""-Mutation erscheinen worden waren. Alle eigenen Patienten sind positiv auf die JAK2 Y*'""-Mutation
getestet worden. Patienten Tauscher 1,3,4,6,10 nahmen Litalir®, die anderen Syrea®, in der Literatur war keine Angabe iiber den Handelsnamen gemacht worden.
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Burthem®' 28 nein | Sofort nach HU | Kein Ende, aber durch eine konstante | nb | nb nb nb | 200 800 | Nicht beschrieben
Einnahme Dosis konnte eine starke Verminderung
der Amplitude erreicht werden
Tefferi 1% | 28-30 | nein | Sofort nach HU | Ende der Therapie von HU, es musste 0-3 50 1412 | Nicht beschrieben
Einnahme wegen Unvertrdglichkeit von Anagrelid
bzw. Interferon alpha wieder begonnen
werden; dann erneute Oszillationen
Tefferi 2 28-30 | nein | Nicht beschrieben Nicht beschrieben 0-3 35 1400 | Nicht beschrieben
Steensma 152 30 nein | Sofort nach  HU | Anagrelid 20 | 20 0,5-3 20 93 1479 | Nicht beschrieben
Einnahme
Steensma 2 30 WBC |Sofort nach HU | Kein Ende, aber durch eine konstante | 10 10 0-1,5 10 34 573 Nicht beschrieben
Einnahme Dosis konnte eine starke Verminderung
der Amplitude erreicht werden
Steensma 3 | 20-30 | nein |2 Jahre nach HU- | Kein Ende, aber durch eine konstante | 30 10 0,5-3 30 | 300 1400 Digitale Ischdmie
Einnahme Dosis konnte eine starke Verminderung wihrend
der Amplitude erreicht werden Thrombozytose
Steensma 4 30 nein | 80 Wochen nach HU- | Weiterhin Oszillationen 27 | 2,5 0-2 27 30 800 Blutungsneigung
Einnahme wiahrend
Thrombozytose
Bennet* 29 WBC |Sofort nach HU | Anagrelid 31 | 31 0-2 33 | 202 588 | Nicht beschrieben
Einnahme
Tauscher 1 28 WBC |nach HU Einnahme | Anagrelid nach 9monatiger | 36 | 23 0,5-2 101 | 21 1417 keine
mit 12 monatiger | Verzogerung
Verzogerung
Tauscher 2 27 WBC | Sofort nach HU | Weiterhin Oszillationen 40 | 40 1-2 48 | 68 1690 keine
Einnahme
Tauscher 3 29 nein | Sofort nach HU | Anagrelid 4 4 1-2 9% | 71 1145 keine
Einnahme
Tauscher 4 30 WBC | Sofort nach  HU | Weiterhin Oszillationen 120 | 120 1-2 125 | 104 1420 keine
Einnahme
Tauscher 5 30 WBC | Sofort nach  HU | Busulphan 10 10 | 0,5-3,5 | 120 | 46 1122 keine
Einnahme
Tauscher 6 30 nein | Sofort nach HU | Ende der HU Therapie 15 | 15 1-2 9 | 116 598 keine
Einnahme
Tauscher 7 27 nein | Sofort nach  HU | Weiterhin Oszillationen 48 | 48 1-2 48 | 136 1385 keine
Einnahme
Tauscher 8 30 nein | Nach Splenektomie | Busulphan 8 8 1-2 108 | 27 4900 keine
Tauscher 9 28 nein | Sofort nach  HU | Einen zusétzlichen Aderlass 21 4 0,5-1 72 | 189 1162 keine
Einnahme
Tauscher 10 29 WBC | Sofort nach HU | Anagrelid 21 | 21 1-2 48 | 21 1495 keine
Einnahme
Tauscher 11 28 | nein Sofort nach  HU | Ohne erkennbaren Grund 18 6 1 18 | 140 530 keine
Einnahme
Tauscher 12 27 | nein Sofort nach  HU | Anagrelid 7 7 0,5-1 36 | 116 989 keine
Einnahme




Teil 2: Beeinflussung der Thrombusbildung durch Aspirin bei Primédrer Thrombozythémie

Teil 2: Beeinflussung der Thrombusbildung durch
Aspirin bei Primérer Thrombozythimie

1. Material und Methoden

1.1 Patienten

In die Studie wurden 12 Patienten mit primdrer Thrombozythdmie aufgenommen. Folgende
Einschlusskriterien waren giiltig: Mindestalter 18 Jahre, die primidre Thrombozythdmie musste je
nach Datum der Erstdiagnose durch die Empfehlungen der Polycythaemia Study Group (PVSG)
oder durch die Kriterien der WHO von 2001 bzw. die nach Entdeckung der JAK2V*'"F-Mutation
iiberarbeiteten WHO-Kriterien von 2008 gesichert sein*38%15. Alle Patienten nahmen lediglich einen
Thrombozytenaggregationshemmer (Aspirin, 100 mg/Tag) ein. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Bayerischen Landesdrztekammer begutachtet und genehmigt (Ethik-
Kommission-Nummer 08045). Eine entsprechende Patientenversicherung wurde abgeschlossen.

1.2 Kontrollgruppe

Fiir die Kontrollgruppe standen 10 freiwillige, erwachsene gesunde Probanden aus der deutschen
Allgemeinbevolkerung  zur  Verfiigung.  Ausschlusskriterien  waren eine  bestehende
Blutungsneigung, eine bestehende Medikation, insbesondere Thrombozytenaggregationshemmer,
positive Anamnese auf thromboembolische Ereignisse sowie Krankheiten, die die Blutgerinnung
beeinflussen konnen.

1.3 Material

1.3.1 Gerite

- RTTP (Real Time Thrombosis Profiler): Der RTTP besteht aus einem Metall-Gehause, an
dem seitlich eine Spritzen-Pumpe aus Metall befestigt ist. In dem Gehéduse befinden sich
eine Fluoreszenz-Mikroskop-Kamera sowie eine Lichtdiode, mit der angefarbte
Thrombozyten mit Licht mit einem Spektralmaximum bei 530 nm und einer Halbwertsbreite
bei 35 nm sichtbar gemacht werden. Gesteuert wird der RTTP {iber eine speziell
programmierte Software. Ein PC ist via VGA-Kabel und Firewire-Kabel mit dem RTTP
verbunden (Bestandteile siehe Tabelle 12).

- Personal Computer mit MS Windows XP

- ABX Micros CRP 200, Firma Horiba-ABX

- Wasserbad mit Thermometer

39



1.3 Material

Tabelle 12: Bestandteile des RTTP

A Schalter fiir Strom

B Schalter fiir Temperatur

C Schalter fiir Spritzen-Pumpe

D Schalter fiir X, Y und Z Achse

E Temperaturanzeige und -kontrolle
F Spritzen-Pumpe

G Fluoreszenz-Mikroskop-Kamera
H Heizplatte

Abbildung 9: Der RTTP

RTTP: Portola Pharmaceuticals Inc., San Francisco, CA, USA

Fluoreszenz-Mikroskop-Kamera: Sony XCD X-710 mit Fluoreszenzfilter, Chroma Technologies,
Rockingham, Vermont, VA, USA

Lichtdiode: Luxeon V, Lumileds Lighting, San Jose, CA, USA

Spritzen-Pumpe: Harvard Apparatus, Boston, Massachusetts, USA

1.3.2 Reagenzien, Puffer, Losungen

- Kollagenlosung der Firma Chrono-log Corporation, Havertown, PA, USA; in Deutschland
Vertrieb durch die Firma Probe & go Labordiagnostica GmbH, 54317 Osburg (1 mg/ml;
native Kollagenfibrillen Typ I aus Pferdesehnen in einer isotonischen Glukoseldsung mit pH
2,7)

- Isotonische Glukoselosung (pH = 2,7)

- Thrombozytenaggregationshemmer PRT054034 (Faktor Xa-HemmstofY)

- Fluoreszensmarker Rhodamin 6G

- Bikarbonat-Puffer (Puffer C) (130 mM NaCl, 2 mM KCl, 12 mM NaHCOs, 2,5 mM CacCl, °
2 H,0, 0,9 mM MgCl ° 6H,0)

1.3.3 Softwareprogramme

- MS Excel 2007

- Softwaresteuerung des RTTP (speziell entwickelt von Portola Inc.)

- Auswertungsprogramm 'Sticky' der vom RTTP aufgezeichneten Daten (speziell entwickelt
von Portola Inc.)

- GraphPad Prism v4.03

40



1.3 Material

1.3.4 Sonstige Materialien

- 15 ml Falcon Reagenzglas

- 8 ml Falcon Reagenzglas

- 10 ml Spritze (Durchmesser 14,5 mm)

- Spritzenaufsatz

- Plastikschlauch (0,76 mm x 1,65 mm)

- Schmetterlingskaniile Butterfly (19G)

- 200 pm x 2 cm Glaskapillaren der Firma Vitrocom

1.4 Methoden

1.4.1 Beschichtung der Kapillarwand mit Kollagen

24 Stunden vor dem eigentlichen Versuch werden die Glaskapillaren pripariert, die das Gefdl3
simulieren. Typ I Kollagen wird mit einer isotonischen Glukoselosung 1:1 verdiinnt. AnschlieBend
werden die Glaskapillarwédnde (200 pm x 2 cm, Firma Vitrocom) mit dieser Mischung beschichtet:
Pro Kapillare werden 40ul dieser Kollagenlosung (Mischung A) aus 20ul Kollagen und 20ul
isotonischer Glukoseldsung bendtigt.

Vor dem Beschichten der Kapillarwand mit der Kollagenlésung wird das einzutauchende Ende der
Kapillare mit einem schwarzen Punkt markiert - dieses Ende wird als das distale Ende bezeichnet.
Durch Eintauchen der Kapillare in die Kollagenlosung steigt diese bis zum anderen (proximalen)
Ende auf, die Kapillarinnenwand ist somit beschichtet (Abbildung 10-1). AnschlieBend werden die
so préiparierten Kapillaren zusammen mit einem kleinen nassen Schwamm zur Vermeidung einer
Austrocknung fiir 16 Stunden in einem lichtgeschiitztem Kistchen bei Raumtemperatur gelagert
(Abbildung 10-2).

Nach Ablauf der 16 Stunden werden die Kollagen-beschichteten Kapillaren geleert, indem das
distale Ende auf Saugpapier gehalten wird, um die sich in der Kapillare befindliche (iiberschiissige)
Kollagenlosung zu entfernen (Abbildung 10-3). Damit ist die Glaskapillare fiir den Versuch
vorbereitet.

(1) (3)
ca. 16 h spiiter

(2)
_\ Anfeuchten — —

vorbereitete
Kapillare

Mischung A Saugpapier

Abbildung 10: Préparation der Kapillaren
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1.4 Methoden

1.4.2 Blutentnahme und Fluoreszierung der Thrombozyten

Mit Einschalten des RTTP wird der Behilter fiir die Blutprobe auf 37°C erwiarmt. Es werden zwei
15 ml Falcon Reagenzgldser bereitgestellt, wobei spiter in jedes 10 ml Blut gefiillt wird. In jedes
dieser Reagenzgldser werden 340ul PRT054034 gegeben, einem von Portola Pharmaceuticals Inc.
hergestellten Faktor Xa-Hemmer zur Antikoagulation.

Durch eine Blutentnahme mittels Schmetterlingskaniile Butterfly (19G) werden 20 ml Blut
gewonnen — die Mindestmenge filir den Versuch betrdgt 12,7 ml Blut, die restliche Menge wurde fiir
mogliche Wiederholungen der Versuche bei etwaigen Fehlern als ,,Vorrat* abgenommen. Jeweils 10
ml werden sofort in die vorbereiteten 15 ml Falcon Reagenzglaser gegeben. Gleichzeitig mit der
Blutentnahme wurde bei jedem Patienten ein Blutbild erstellt.

AnschlieBend werden die Blutproben mit dem Fluoreszensmarker Rhodamin 6G versehen (10 pl
Rhodamin fiir 10 ml Blut) und fiir 25 Minuten bei 37°C inkubiert.

Nun wird das distale Ende der vorbereiteten Kapillare mittels eines Plastikschlauchs (Lédnge 20 cm,
Durchmesser 0,76 mm x 1,65 mm ) verbunden und anschlieend das freie Ende des Schlauchs iiber
den Adapter mit einer 10 ml Spritze verbunden (Abbildung 11-A). Dadurch wird ein Unterdruck
erzeugt, wodurch das Blut vom proximalen zum distalen Ende gesogen wird. Die Geschwindigkeit,
mit der die Spritzenpumpe arbeitet, ist variabel und kann durch die Software des PCs verdndert
werden (Abbildung 11-B). Auch das proximale Ende der Kapillare wird mit einem Plastikschlauch
(Lange 25 cm, Durchmesser 0,76 mm x 1,65 mm) verbunden.

Fluoreszenz-Mikroskop-Kamera:

Objektiv der Fluoreszenz-Mikroskop-Kamera

T
Glastapitare C
Plastikschlauch T ——

Halter fiir Glaskapillare

Plastikschlauch

Puffer C /
Blutprobe

distales Ende GGG proximales Ende
Glaskapillare
Heizplatte

Abbildung 11: Schematischer Versuchsaufbau

Nun wird die Kapillare in der herausnehmbaren Halterung des RTTP fixiert, so dass die
Beobachtungsfliche der Kamera 7 mm von dem proximalem Ende der Kapillare beginnt ist. Die
Kamera zeichnet eine Flache von 360 x 270 um auf. Danach wird die Halterung im RTTP befestigt
(Abbildung 11-C).
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Das proximale Schlauchende wird zunéchst in ein 8 ml Falcon Reagenzglas gehalten, das mit einem
Bikarbonat-Puffer gefiillt ist (Abbildung 11-D). Am PC, der den RTTP steuert, sind in der
Steuerungssoftware nun einige Einstellungen zu tatigen. Zunéchst ist das 'Gain Setting' auf 650 zu
setzen. Damit wird die Lichtempfindlichkeit fiir das Experiment eingestellt. Danach wird fiir das
Experiment folgende Beschriftung eingeben:

- 1. Zeile: Datum (JJJJ-MM-TT)

- 2. Zeile: PT_ (Studien ID)

- 3. Zeile: 001 - XXX (Patientennummer)
- 4. Zeile: Flussrate (100, 600 oder 1600)
- 5. Zeile: Aktuelle Medikation

Als néchstes wird der Spritzendurchmesser der 10 ml Spritze (in diesem Fall 14,5 mm) und die
Flussrate von 1,27 ml/min in das Programm eingeben.

Danach wird das System gestartet, wodurch der Bikarbonat-Puffer in einem Probenvorlauf {iber das
proximale Schlauchende in die Glaskapillare und iiber das distale Plastikschlauchende in die 10 ml
Spritze gelangt. Dadurch werden moglicherweise vorhandenen Luftblasen entfernt. Sollte dies nicht
gelingen, miissen diese durch Uberdruck entfernt oder die Kapillare ausgetauscht werden.

1.4.3 Durchfiihrung des Versuches

Nach Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten wird eine 2ml Blutprobe in ein 8 ml Reagenzglas
pipettiert. Nach Abklemmen des Plastikschlauches durch eine Kocherklemme wird der Schlauch in
das Blutr6hrchen gehalten. AnschlieBend wird dieses Falcon Reagenzglas in die Halterung fiir
Blutproben am RTTP gesteckt, welche fiir genau diese 8 ml Falcon Reagenzgliaser entworfen
worden ist (Abbildung 11-D). In die Halterung ist eine Heizplatte integriert, die die Blutprobe
wéhrend der Zeit des Versuches weiterhin auf 37° C hélt. AnschlieBend wird die Klemme gelst und
der Versuch mit der Flussrate von 0,1 ml/min (entsprechend 100s™, vendse Verhiltnisse) gestartet.

Danach wird das Experiment am PC gestartet, die Kamera beginnt mit der Aufzeichnung. Zur
optimalen Betrachtung der Thrombozyten kann die Kamera mit drei Drehkndpfen in 3 Richtungen
positioniert bzw. fokussiert werden.

Das Experiments wird durch zwei Mdglichkeiten beendet: entweder verschlie3t ein oder (mehrere)
Thromben die Kapillare. Dies erkennt man in der Steuerungssoftware durch ein zunehmendes
'Rotwerden' des Kameraausschnittes. Alternativ wird das Experiment durch das Erreichen der
festgelegten Maximalzeit beendet. Die maximale Zeitdauer des Versuchs mit 0,1 ml/min ist auf 420
Minuten festgelegt.

Sobald eine dieser Moglichkeiten eingetreten ist, werden die Blutprobe mit der Kapillare sowie dem
Schlauchsystem und die 10 ml Spritze aus den jeweiligen Halterungen entfernt und in geeignete
Abfallbehilter gegeben.

Anschliefend wird das Experiment mit den anderen Flussgeschwindigkeiten von 0,5ml/min

(arterielle Verhiltnisse, 600s™) und 1,27 ml/min (moderat stenosierte arterielle Verhéltnisse, 1600s™)
wiederholt. Die Menge des bendtigten Blutes variiert mit der Flussrate: Fiir die Flussrate 0,5 ml/min
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bendtigt man 4 ml Blut und fiir 1,27 ml/min 8§ ml. Die Maximalzeiten sind ebenfalls
unterschiedlich. Bei 0,1 ml/min und 0,5 ml/min wurde die maximale Zeit auf 420 Sekunden
festgelegt, fiir 1,27 ml/min auf 350 Sekunden.

An das Experiment schlie3t sich die Bearbeitung der Daten am PC an.
1.4.4 Bearbeitung der gesammelten Daten

Die Software am PC legt pro Experiment einen Ordner an, in der sich eine Textdatei sowie die
jeweiligen Bilder im Tif-Format befinden. Pro Sekunde wird ein Bild erstellt und damit eine
Bilddatei erzeugt. Auler den bereits genannten Parametern werden noch folgende aufgezeichnet:

- frame number (Bildnummer)

- time/s (Zeit/Sekunde)

- shutter time/s (Belichtungszeit)

- shutter value (Belichtungswert)

- gain value (Verstirkungsgrad)

- mean pixel value (mittlerer Pixel Wert)

- sum (Summe)

- volume total (aufaddierte Volumen)

Die fiir die Auswertung und Analyse entscheidenden Parameter sind 'frame number' (zugehorige
Bilddatei) sowie 'mean pixel value' (im Bild gemessene Helligkeit).

1.5 Analyse und Auswertung der Daten

Die Nachbearbeitung der Versuche erfolgt mit dem Programm 'Sticky'. Dieses Programm wurde
von Portola Pharmaceuticals flir die Auswertung von Experimenten mit dem RTTP entwickelt. Die
Dateien des jeweiligen Experiments werden in Sticky geladen und aufgearbeitet, wobei zuerst eine
Grundlinie (Baseline) erzeugt wird, um einen besseren Filter fiir die Messungen zu bekommen. Die
vielen Einzelbilder werden dann zu einem Film im SWF Format (Adobe Flash®) verarbeitet. Dieser
Film ldsst sich mit den meisten Browsern (zum Beispiel Internet Explorer der Firma Microsoft)
ansehen. Auflerdem wird aus den gesammelten Dateien eine weitere Tabelle mit 2 Spalten angelegt.
Die erste Spalte umfasst die Zeit in Sekunden, die zweite Spalte das mittlere Thrombus-Volumen
pro Fliche. Die Ablagerung der fluoreszierten Thrombozyten an der Kollagenoberfliche wurde in
realer Zeit durch das Fluoreszenz-Mikroskop des RTTP gemessen: ,,Endpoint thrombosis” (Grofe
der Thromben zum Zeitpunkt t=300 Sekunden, ausgedriickt durch “Mean Fluorescent
Intensity/Area of coverage”) und Rate des Thrombuswachstums (“individual rate of platelet
deposition”) als MaBeinheit flir das thrombotische Potential fiir jedes Individuum!.

Diese Textdatei ldsst in einem Tabellenkalkulationsprogramm wie zum Beispiel Microsoft Excel
laden und graphisch auftragen. Fiir die statistische Auswertung wurden sowohl MS Excel 2007 wie
auch GraphPad Prism v4.03 verwendet (unpaired, 2-tailed Students t-test, OLS (ordinary least
square)).
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1.6 Verwendbarkeit der Daten

Alle Blutproben wurden mit dem ABX Gerédt analysiert (Thrombozyten-, Erythrozyten-,
Himoglobin- und Leukozytenwert, Hamatokrit, Hé6he von MCH, MCV und MCHC) und
anschliefend der Analyse mit dem RTTP unterzogen. Bevor aber die statistische Auswertung
stattfand, wurde das Ergebnis jeder Messung in allen drei Flussgeschwindigkeiten -einer
Qualitdtskontrolle unterzogen. Diese Kontrolle beinhaltete das Begutachten der Videos, und es
wurden so einige Messungen nicht fiir die statistische Auswertung zugelassen, bei denen eine
Leckage/Bruchstelle der Kapillare, Luftblasen oder eine longitudinale Bewegung der Kapillare
wihrend des Versuchs aufgetreten war.
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2. Ergebnisse
2.1 Patientencharakteristika

Das Alter der Patienten lag zwischen 38 und 92 Jahren. 8 Patienten waren weiblichen, 4 Patienten
mannlichen Geschlechts. Die JAK2Y¢'"- Mutation war bei 5 der 12 Patienten nachgewiesen
worden. Alle Patienten nahmen lediglich Aspirin 100mg/Tag ein (Tabelle 13). Mehrere Patienten
miissten auf Grund des Alters (Patienten 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12) bzw. wegen stattgefundener
thromboembolischer Ereignisse (Patient 11) eine zytoreduktive Therapie erhalten, diese wurde
allerdings von den Patienten abgelehnt.

Tabelle 13: Charakteristika der Studien-Patienten mit Primdrer Thrombozythdmie

m=ménnlich, w=weiblich,

Patient | Alter | Geschlecht | JAK2V¢'7F-Mutation | Thromboseanamnese

PT 01| 43 w positiv negativ
PT 02| 38 m negativ negativ
PT 03| 57 w negativ negativ
PT 04| 48 W negativ negativ
PT 05| 63 W positiv negativ
PT 06| 74 w positiv negativ
PT 07| 55 w negativ negativ
PT 08| 65 m negativ negativ
PT 09| 66 W positiv negativ
PT 10| 69 m positiv negativ
PT 11| 79 m negativ positiv
PT 12| 92 W negativ negativ

2.2 Charakteristika der Studien-Kontrollgruppe
Das durchschnittliche Alter betrug 38 Jahre (25-65). 2 Probanden waren weiblichen, 8 Patienten

ménnlichen Geschlechts. Die Kontrollgruppe nahm iiber 3 Tage ASS 100 mg/Tag ein, am 4. Tag
erfolgte die Messung mittels RTTP (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Charakteristika der Studien-Kontrollgrupe

m=mdnnlich, w= weiblich;

Proband Alter [Jahre] Geschlecht
K 01 29 m
K 02 29 m
K 03 59 m
K 04 29 m
K 05 29 m
K 05 26 m
K 07 25 w
K 08 65 m
K 09 24 m
K 10 65 w

2.3 Blutbildanalysen der Patienten und der Kontrollgruppe
Gleichzeitig mit der Blutentnahme von 20 ml wurde bei jedem Patienten ein Blutbild erstellt. Die

Blutbilder der Patienten mit primdrer Thrombozythdmie siehe Tabelle 15, die Blutbilder der
Kontrollgruppe siehe Tabelle 16.

Tabelle 15: Blutbildanalyse der PT-Patienten am Untersuchungstag

WBC = Zahl der Leukozyten, RBC = Zahl der Erythrozyten, PLT = Zahl der Thrombozyten, Hb = Himoglobin, HKT =
Hamatokrit, MCV = mittleres korpuskulires Volumen , MCH = mittlerer korpuskuldrer Hamoglobingehalt,
MCHC=Mittlere Korpuskulire Himoglobinkonzentration;
Patient WBC RBC PLT HB HKT |[MCV| MCH MCHC
[x10°1] | [x10"1] | [x10°/] [g/dl] [%] | [um’] [pe] [/dl]
PT 01 9,3 6,24 810 13,5 43,7 73 21,7 31,0
PT 02 7,0 5,24 1340 13,4 42,2 81 25,5 31,7
PT 03 4,6 4,07 1576 11,7 35,3 87 28,6 33,0
PT 04 4,3 4,00 620 11,9 35,5 89 29,6 334
PT 05 9.9 4,51 618 12,3 37,9 84 27,3 32,5
PT 06 10,1 6,48 933 14,1 47,5 73 23,0 31,4
PT 07 6,2 4,95 1684 13,8 43,3 88 27,9 31,8
PT 08 5,7 4,40 990 12,4 37,4 85 28,1 33,0
PT 09 7,7 5,43 868 12,0 38,5 71 31,0 31,1
PT 10 6,7 5,67 745 15,9 49,0 86 28,1 32,5

47



2. Ergebnisse

PT 11 6,2 4,49 571 13,6 41,3 92 30,4 33,0
PT 12 4,8 3,58 516 11,1 33,9 95 30,9 32,6
Mittelwert| 6,6 4,92 939 12,9 40,5 | 83,7 27,6 32,3
Bereich | 4,3-10,1|3,58-6,48 | 516-1684 | 11,1-15,9/33,9-49| 71-95|21,7-31,0| 31,0-33,4

Tabelle 16: Blutbildanalysen der Kontrollgruppe am Untersuchungstag

WBC = Zahl der Leukozyten, RBC = Zahl der Erythrozyten, PLT = Zahl der Thrombozyten, HB = Hdmoglobin, HKT =
Héamatokrit, MCV = mittleres korpuskuldres Volumen , MCH = mittlerer korpuskuldrer Hamoglobingehalt, MCHC =
Mittlere Korpuskulidre Himoglobinkonzentration;

Patient | WBC | RBC PLT HB HKT |MCV| MCH | MCHC
[x10°/1] | [x10"/1] [(x10°/1] [g/d]] [%] [pum’] [pg] [g/d]]
K 01 5.8 5,50 204 15,0 46,7 &5 27,4 32,2
K 02 7,4 5,92 281 16,0 51,4 87 27,0 31,1
K 03 4,7 5,68 184 15,7 49,5 87 27,6 31,6
K 04 7,1 5,18 222 15,4 44,0 85 30,1 34,1
K 05 6,8 5,40 259 16,3 48,0 88 30,1 32,1
K 06 5,2 5,42 244 15,1 47,0 87 27,8 32,1
K 07 3,7 4,18 258 12,2 37,2 89 29,1 32,6
K 08 5,0 5,20 195 15,2 45,9 88 29,3 33,2
K 09 5,6 5,34 227 15,7 48,1 90 29,5 37,7
K 10 6,0 4,86 271 14,3 42,8 88 294 33,4
Mittelwert | 5,73 5,27 234,5 15,1 46,1 87,4 28,7 33,0

Spannweite | 3,7-7,4|4,18-5,92 | 184-281|12,2-16,3|37,2-51,4 | 85-90| 27,0-30,1 | 31,1-37,7

2.4 Verwendbarkeit der RTTP-Messergebnisse

Alle 22 verfiigbaren Blutproben — 10 Probanden der Kontrollgruppe und 12 Patienten — wurden mit
dem ABX Geridt analysiert. Nach Analyse mittels RTTP wurde die oben beschriebene
Qualitétsiiberpriifung durchgefiihrt. Die fiir die statistische Auswertung zugelassenen Messungen
finden sich in Tabelle 17.
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Tabelle 17: Verwendbarkeit der Messungen

Fliegeschwindigkeit Patientengruppe (16 Patienten) Kontrollgruppe (10 Probanden)
Verwendbar Anzahl Verwendbar Anzahl n

100s™ PT 01, PT 02,PT 03,PT 04, n=12 K 01,K 03,K 04, n=9
PT 05,PT 06, PT 07, PT 08, K 05,K 06,K 07,
PT 09, PT 10,PT 11,PT 12. K 08,K 09,K 10.

600s™ PT 01, PT 02,PT 03,PT 04, n=12 K 01,K 02,K 04, n=9
PT 05, PT _06,PT 07, PT_08, K 05,K 06,K 07,
PT 09, PT 10,PT 11,PT 12. K 08,K 09,K 10.

1600s™ PT 01,PT 02,PT 03,PT 05, n=9 K 01,K 02,K 04, n=9
PT 06, PT 08, PT 09, PT 10, K 05,K 06,K 07,
PT 12. K 08,K 09,K 10.

2.5 Vergleich der Patienten mit der Kontrollgruppe

Bei allen drei Flussgeschwindigkeiten bilden die Patienten groflere Thromben (Endpoint
thrombosis) in allen drei Flussgeschwindigkeiten als die Kontrollgruppe (Tabelle 18). Die Rate des
Thrombuswachstums ist ebenfalls bei allen Patienten hoher.
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Tabelle 18: Ubersicht des durchschnittlichen thrombotischen Potentials im Vergleich mit der
Kontrollgruppe

Graphische Darstellung: Vergleich der PT-Patienten mit der Kontrollgruppe bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten.
Wiedergegeben als durchschnittliches thrombotisches Potential. MFI/Area = Mean Fluorescent Intensity/Area of coverage; KG =
Kontrollgruppe; PT = Patienten mit Priméirer Thrombozythédmie, n=Anzahl; Mittelwert (mean) + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM)

Thrombus
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: B Abbildung 13: Vergleich PT-Patienten . . .
Patienten mit Kontrollgruppe ; : -1 Abbildung 14: Vergleich PT-
SHpP mit Kontrollgruppe bei 600s Patienten mit Kontrollgruppe bei
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1600s’!

Eine reprédsentative visuelle Darstellung einer Messung des RTTP findet sich in Abbildung 15: Es
wird die Thrombusbildung der Patienten (Patienten PT 5,15,8; Abbildung 15-1) mit der der
Kontrollgruppe (HV 5,7,8; Abbildung 15-2) bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten verglichen.
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PT11 100s? (s71x10001)

HV5 100s 250x100/1)

PT10 600s™ (7asx105/1)

HV7 600s? (2s8x100)

PT31600s 1s76x10°/)

HV8 1600s! (195x10°1)

Abbildung 15: Représentative Beispiele einzelner RTTP-Messungen

Vergleich der Thrombusbildung einzelner Patienten (PT 5,15,8) mit einzelnen Probanden der Kontrollgruppe (HV

[=healthy volunteer] 5,7,8) bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten (A—lOOs’l’ B-600s™! und C-16OOS'1). Die Bilder
wurden jeweils nach 60, 120, 180, 240 und 300 Sekunden aufgenommen. Thrombozytenwerte in Klammern.
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2.6 Einfluss der JAK2"*'"*-Mutation auf die Thrombusbildung

Die Patienten mit JAK2V®'"-Mutation wurden mit den Patienten ohne JAK2V'¢'F-Mutation
verglichen: die JAK2Y%'"F-Mutation hatte keinen Einfluss auf die ThrombusgroBe bzw. -Bildung
(Tabelle 19).

Tabelle 19: Einfluss der JAK2""""* Mutation auf das durchschnittliche thrombotische Potential

Graphische Darstellung: Vergleich der JAK2Y*'""-Mutation bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten. Wiedergegeben als
durchschnittliches thrombotisches Potential. MFI/Area = Mean Fluorescent Intensity/Area of coverage; KG = Kontrollgruppe; PT
= Patienten mit Primérer Thrombozythdmie, n=Anzahl. Daten als Mittelwert (mean) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM).
Thrombus-
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Abbil\gg? g 16: YCrglgich de_f Abbildung 17: Vergleich der JA:IEQIVC‘}BE%/IML? (:)n b\;?rig é%lgill der
JAK2"*"*-Mutation bei 100s TAK2V!'F_Mutation 600s’!

2.7 Einfluss des Thrombozytenwertes

Nur bei der Flussgeschwindigkeit von 600s™ konnte eine direkte Korrelation zwischen der Hohe des
Thrombozytenwertes und der Thrombusbildung nachgewiesen werden. Die Korrelationen des
Thrombozytenwertes in Bezug auf den Endpunkt nach 300 Sekunden sind in den Tabellen 20, 21
und 22 fiir die drei gemessenen Flussgeschwindigkeiten zu finden.
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Tabelle 20: Korrelation des Thrombozytenwertes fiir 100s™

p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;
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Kontrollgruppe (n=9)

Patienten und Kontrollgruppe

2000~
5 .
o 1500 "

x [ ]

S

£ 10001 .

. ] ]

E 500 .

H L

=

0 500 1000 1500 2000

ThrombusgroBe nach 300 Sekunden

Abbildung 19: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten bei
100s™
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Abbildung 20: Korrelation des
Thrombozytenwertes der Kontrollgruppe
bei 100s™!
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Abbildung 21: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 100s™
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Tabelle 21: Korrelation des Thrombozytenwertes fiir 600s™

p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;

Patienten (n=12)
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Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 22: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten bei
600s™
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Abbildung 23: Korrelation des
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Abbildung 24: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 600s™
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Tabelle 22: Korrelation des Thrombozytenwertes fiir 1600s™

p=p-Wert, I = Determinationskoeffizient;

Patienten (n=9)
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Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 25: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten bei
1600s™
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Abbildung 26: Korrelation des
Thrombozytenwertes der Kontrollgruppe
bei 1600s™!
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Abbildung 27: Korrelation des
Thrombozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 1600s™
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2.8 Einfluss des HimatoKkritwertes

Es konnte keine Korrelation in allen drei Flussgeschwindigkeiten nachgewiesen werden. Die
Korrelationen des Hamatokritwertes in Bezug auf den Endpunkt nach 300 Sekunden sind in den
Tabellen 23, 24 und 25 fiir die drei gemessenen Flussgeschwindigkeiten zu finden.
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Tabelle 23: Korrelation des Himatokritwertes fiir 100s™

HCT = Hamatokritwert, p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;

Patienten (n=12)

Kontrollgruppe (n=9)

Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 29: Korrelation des
Héamatokritwertes der Kontrollgruppe bei
100s™
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Abbildung 30: Korrelation des
Hématokritwertes der PT-Patienten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe bei 100s
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Tabelle 24: Korrelation des Himatokritwertes fiir 600s™

HCT = Himatokritwert, p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;
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Abbildung 31: Korrelation des
Héamatokritwertes der PT-Patienten bei
600s’!
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Abbildung 32: Korrelation des
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Abbildung 33: Korrelation des
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Tabelle 25: Korrelation des Himatokritwertes fiir 1600s™

HKT = Himatokritwert, p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;
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Abbildung 34: Korrelation des
Héamatokritwertes der PT-Patienten bei
1600s™
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Abbildung 35: Korrelation des
Héamatokritwertes der Kontrollgruppe bei
1600s™
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Abbildung 36: Korrelation des
Héamatokritwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 1600s™
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2.9 Einfluss des Leukozytenwertes

Es konnte keine Korrelation in allen drei Flussgeschwindigkeiten nachgewiesen werden. Die
Korrelationen des Leukozytenwertes in Bezug auf den Endpunkt nach 300 Sekunden sind in den
Tabellen 26, 27 und 28 fiir die drei gemessenen Flussgeschwindigkeiten zu finden.

Tabelle 26: Korrelation des Leukozytenwertes fiir 100s™

p= p-Wert, > = Determinationskoeffizient;

Patienten (n=12)
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Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 37: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten bei
100s™
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Abbildung 38: Korrelation des
Leukozytenwertes der Kontrollgruppe bei
100s™

124
114
= 10+ u "
o 9
= &
= 74 'Ll
< 64 n
N 51 [ L)
g4
S 34
S 21
1

5(.)0 10.00 15.00 20.00
Thrombusgrofe nach 300 Sekunden

o

Abbildung 39: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 100s™
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Tabelle 27: Korrelation des Leukozytenwertes fiir 600s™

p= p-Wert, r* = Determinationskoeffizient;

Patienten (n=12)

Kontrollgruppe (n=9)

Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 40: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten bei
600s™!
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Abbildung 41: Korrelation des
Leukozytenwertes der Kontrollgruppe bei
600s™!
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Abbildung 42: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 600s™
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Tabelle 28: Korrelation des Leukozytenwertes fiir 1600s™
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p= p-Wert, > = Determinationskoeffizient;
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Abbildung 43: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten bei
1600s™
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Abbildung 44: Korrelation des
Leukozytenwertes der Kontrollgruppe bei
1600s™
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Abbildung 45: Korrelation des
Leukozytenwertes der PT-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei 1600s™
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2. Ergebnisse

2.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Patienten mit Primirer Thrombozythdmie unter Therapie mit Aspirin 100 mg/Tag bilden groBere
Thromben mit hoherer Geschwindigkeit bei allen drei Flussgeschwindigkeiten als die
Kontrollgruppe, die ebenfalls Aspirin erhalten hatten.

Auf der anderen Seite hatten weder die JAK2V®'*-Mutation noch der Hadmatokrit oder der
Leukozytenwert einen Einfluss auf die Thrombusbildung.

Hinsichtlich des Thrombozytenwertes wurde nur bei der Flussgeschwindigkeit 600s™ (arterielle
Verhéltnisse) eine Korrelation zwischen der Hohe des Thrombozytenwertes und dem
thrombotischen Potential nachgewiesen.
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird mit dem RTTP erstmalig eine Weiterentwicklung der
Perfusionskammern als Thrombose-Modell verwendet. Die ersten dieser Kammern wurden vor
mehr als drei Jahrzehnten entwickelt, um die Entstehung von Thromben bzw. einer Thrombose
beim Menschen unter definierten Scherbedingungen zu erforschen'?’. Seit dieser Zeit sind die
Kammern weiterentwickelt worden, um diesen Prozess besser verstehen zu konnen'°®1%°, Das
gemeinsame Charakteristikum dieser Methode ist die Moglichkeit, Thrombozyten-Interaktionen mit
einer thrombogenen Oberfliche mit antikoaguliertem oder mit nicht-antikoaguliertem Vollblut zu
untersuchen.

Durch den Einsatz dieser Modelle wurden neue Erkenntnisse liber die Mechanismen vererbbarer
Krankheiten gewonnen, die mit einer Thrombozytenpathologie einhergehen, wie zum Beispiel das
von-Willebrand-Syndrom oder ein Defizit von Glykoprotein IIb/Illa (Glanzmann-Thrombasthenie).
Des Weiteren wurde die Rolle von Koagulationsfaktoren fiir Thrombuswachstum und -stabilitit
erforscht!'.

Die meisten der thrombozytenwirksamen Medikamente, die fiir die Behandlung einer akuten
Thrombose oder zur Privention eines thromboembolischen Ereignisses eingesetzt werden, haben
bei Verwendung dieser Testsysteme eine antithrombotische Wirkung gezeigt, zum Beispiel
Eptifibatid (Integrillin®) oder Clopidogrel (Plavix®) und Acetylsalicylsdure!'"'''2, Ein grof3er Vorteil
der Perfusionskammern ist, dass die Entstehung der Thrombusbildung zunédchst von der
Thrombogenitét der Oberfldche reguliert wird, die dem Blutfluss ausgesetzt ist. Dann kommt die
Thrombozytenaktivierung im groer werdenden Thrombus hinzu, die die Rekrutierung weiterer
zirkulierender, aber noch nicht aktivierter, Thrombozyten fordert, womit auch die Stabilitit der
Thrombozyten untereinander miteinbezogen wird. Dadurch werden die fordernden Faktoren und die
Inhibitoren der Thrombozyten-Adhésion, -aktivierung sowie Thrombuswachstum, und -stabilitét
sowie die Kombination dieser untereinander dargestellt.

Der hier verwendete Prototyp RTTP kombiniert die Fahigkeiten der intravitalen Mikroskopie mit
denen der Perfusionskammern. Er nutzt die Fluoreszenzmarkierung der Thrombozyten und bietet so
die Moglichkeit, die Kinetik der Thrombusbildung in Echtzeit zu begutachten. Die Testung erfolgt
dadurch, dass eine Blutprobe iiber eine mit Kollagen I priparierte thrombogenische Oberfldche
geleitet wird. Das flir diese Studie verwendete Testmaterial besteht im Gegensatz zu anderen
Thrombozytenfunktionstests aus Vollblut, bei denen thrombozytenreiches Plasma verwendet wird
(zum Beispiel LTA, Durchflusszytometrie). Bis jetzt grofiter Nachteil von Messsystemen wie dem
RTTP ist die durch die fehlende Verfiigbarkeit erschwerte bzw. fehlende Standardisierung und damit
Vergleichbarkeit von Studienergebnissen, der relativ hohe Kostenfaktor, die zeitaufwendigen
Messungen sowie die Notwendigkeit von geschultem Personal. Da der RTTP nur als Prototyp
verfiigbar, sind bis dato keine groferen Untersuchungen zur Validitdt dieser Methode erfolgt.

Die in der Einleitung beschriebenen Testsysteme unterschieden sich bei den verwendeten
Blutproben. Die (zum Beispiel durch ADP oder Kollagen) induzierte Thrombozyten-
Aggregationsmessung verwendet Vollblut oder hdufiger thrombozytenreiches Plasma (PRP). Um
PRP zu gewinnen, wird eine Vollblutprobe bei geringer G-Zahl zentrifugiert. Um eine
Blutgerinnung zu verhindern, enthélt die Blutprobe meist 3,8 % Natriumzitrat oder Heparin. Das so
gewonnene PRP besteht somit aus Blutplasma und einer hohen Zahl von Thrombozyten, jedoch
praktisch keinen anderen Blutzellen. Vielfach wird dann das PRP einer zusétzlich einer Prozedur
unterzogen, um die Thrombozytenzahl anzupassen, was der Thrombozytenaktivation weiter
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schadet®. Damit handelt es sich also um eine unphysiologische Methode, da die Thrombozyten
isoliert im Plasma vorliegen. Dadurch werden unter anderem die Interaktionen mit den anderen
Blutzellen und die hoheren Scherkréfte im Vollblut nicht beriicksichtigt”. Zudem wird durch die
Zentrifugation eine erhebliche Menge an Thrombozyten vernichtet, vor allem besonders grofe und
junge Thrombozyten®. Die Verwendung von Vollblut vermeidet die Zentrifugation und erleichtert
somit die Standardisierung, allerdings wird bei den meisten Methoden eine zitratantikoagulierte
Blutprobe verwendet. Daher stellen die Testergebnisse nicht die in-vivo-Verhéltnisse wieder,
nachdem Thrombozyten Kalziumionen benétigen, welche aber durch Citrat gebunden werden''3. In
den meisten Testsystemen wird jedoch zitratantikoaguliertes Blut verwendet, wie zum Beispiel im
oben beschriebenen PFA-100. Auflerdem ist in-vitro ist die Situation der Thrombozyten eine andere,
denn direkt nach der Blutentnahme verdndern die Thrombozyten ihre Form, wobei dieser Prozess
zeit- und temperaturabhéngig ist: in Citrat-Blut oder PRP haben bei Raumtemperatur 30 Minuten
nach Blutentnahme 70% aller Thrombozyten Pseudopodien''®. AuBlerdem scheint es, dass die
Thrombozyten in PRP leichter aggregieren als in-vivo. Im Gegensatz analysiert der RTTP Vollblut
ohne Zentrifugation, was einen deutlich physiologischeren Ansatz darstellt, auBerdem wird die
Probe sofort nach der Inkubationszeit von 25 Minuten der Analyse zugefiihrt. Dies erkldrt, warum
fiir diese Pilotstudie nur eine begrenzte Anzahl an Patienten zur Verfiigung stand.

Weitere Einflussgrolen sind in der Prdanalytik zu finden: Art der Blutentnahme,
Abnahmezeitpunkt, Zeit zwischen Blutentnahme und Analyse, Transport und Lagerung, sowie
Lagerungs- und Messtemperatur. Diese Einflussgrof3en gelten sicher fiir alle Testsysteme, allerdings
fehlt hier nach wie vor eine Standardisierung. Des Weiteren gibt es eine groe Variabilitit von bis
zu 30%, wenn die Thrombozytenaggregation zwischen Laboratorien verglichen wird!®s.

Cesar et al. haben 2005 eine Studie vorgestellt, in der die Messungen der Thrombozytenaggregation
bei 55 Patienten mit Primérer Thrombozythdmie und 26 gesunden Probanden durch PFA-100 und
(LTA-)Aggregometrie verglichen wurden''®. Der Vergleich beider Testsysteme zeigte, dass bei 10
Patienten mit pathologischen Ergebnissen in der Aggregometrie diese nicht durch den PFA-100
entdeckt wurden. Umgekehrt wurden bei 11 Patienten, welche im PFA-100 abnormale Ergebnisse
aufwiesen, diese nicht durch die Aggregometrie entdeckt. Insgesamt hatten 4 Patienten ein normales
Ergebnis in beiden Testsystemen. Dies zeigt, dass beide Tests derzeit fiir eine individuelle
Risikoeinschédtzung (noch) nicht zu verwenden sind.

Der RTTP bietet die Mdglichkeit der Visualisierung und damit eine Quantifizierung der Thrombus-
Adhésion und -grofe, was nicht zuletzt deshalb wichtig ist, da die Thrombozyten bei diesen
Patienten morphologische Besonderheiten im Vergleich zu Gesunden aufweisen. 99% der Patienten
mit Primdrer Thrombozythdmie haben sowohl grofere wie auch kleinere Thrombozyten, wobei
einzelne Thrombozyten die GroBe von Erythrozyten erreichen. Diese morphologischen
Verdnderungen machen sich auch physiologisch bemerkbar, d.h. Thrombozyten reagieren normal
auf Acetylsalicylsdure, aber zeigen eine verzdgerte Antwort auf Adenosindiphosphat (ADP),
Epinephrin und Kollagen.

Wesentliches Ergebnis der Studie ist, dass Patienten mit Primédrer Thrombozythimie groBere
Thromben bei allen drei Flussgeschwindigkeiten bilden als die Kontrollgruppe. Auflerdem war die
Thrombusbildung in allen drei untersuchten Flussgeschwindigkeiten auch schneller. Dies belegt die
klinische Beobachtung, dass eine antiaggregierende Therapie mit Aspirin in vielen Féllen zur
effektiven Behandlung der PT nicht ausreicht. Interessanterweise war dieser Effekt bei vendsen und
arteriellen Flussgeschwindigkeiten zu beobachten.
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Da sich die Hohe des Thrombozytenwertes individuell erheblich unterscheiden kann und sich auch
im Verlauf der Krankheit verdndert, wurde untersucht, inwieweit die Hohe des Thrombozytenwertes
und das thrombotische Potenzial korrelieren. Erwartungsgeméf fand sich eine Korrelation in der
Geschwindigkeit des Thrombus-Wachstums und der Thrombusgrofe bei der arteriellen
Flussgeschwindigkeit (600s™). Diese Korrelation war allerdings bei der Flussgeschwindigkeit von
1600s™ nicht zu finden. Grund dafiir konnte ein bei vielen Patienten beschriebener sekundérer von-
Willebrand-Faktor-Mangel sein!'’. Auch konnte im vendsen System keine Korrelation
nachgewiesen werden, auch wenn man hier einen direkten Einfluss auf Grund von rheologischen
Prinzipien erwartet hétte.

Da Thrombosen aber bei Patienten mit Primdrer Thrombozythdmie sowohl im arteriellen wie auch
im vendsen System auftreten, muss es auler den Thrombozyten noch weitere Faktoren geben, die
einen Einfluss auf die Bildung einer Thrombose haben. Auch wenn die Hohe der Thrombozyten in
dem hier vorgestellten Modell per se nicht mit dem Risiko einer Thrombose in allen drei
Flussgeschwindigkeiten korreliert, unterstiitzen die hier erhobenen Daten das derzeit géingige
Konzept, dass eine zytoreduktive Therapie das Auftreten von thromboembolischen Ereignissen
reduzieren sollte. Die Beantwortung der Frage, inwieweit eine Anderung der ASS Dosierung
(Erhéhung bzw. Erniedrigung) die Thrombusbildung beeinflusst, war nicht moglich, da die
Ethikkommission diesem Studienkonzept widersprochen hatte.

Als ein weiterer Faktor wird derzeit die Rolle der JAK2V*!""-Mutation diskutiert, welche bei etwa
50% der PT Patienten nachweisbar ist!'®!1%120. Da eine verdnderte JAK2-Kinase auch in
Thrombozyten vorkommt, wird dadurch mdglicherweise auch das Thromboserisiko erhoht.
Mehrere klinische Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen dem JAK2 Status und dem
Auftreten einer Thrombose belegen'?"'??> was allerdings von anderen Untersuchungen bestritten
wurde?!3#+123124 ~ Allerdings zeigten Kravlovics et. al das die Patienten mit der Mutation eine
wesentlich lingere Krankheitsdauer hatten und auch wesentlich dlter waren'?*. Beide Faktoren
konnten also auch mit dafiir verantwortlich sein, dass diese Gruppe ein hoheres Thromboserisiko
aufweist. In dieser Arbeit konnte experimentell kein signifikanter Unterschied zwischen positivem
und negativem JAK2V*'""-Mutationstatus hergestellt werden. In den o.g. Studien wurden weitere
Faktoren gefunden: die JAK2 positive Gruppe wies eine wesentlich hohere Hdmoglobin-
Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf, auch ein héherer Leukozytenwert wurde zu
diesem Zeitpunkt beobachtet.

Verschiedene Autoren gehen davon aus, dass die Anwesenheit der JAK2-Mutation eine
Leukozytose begiinstigt und weiter, dass ein hoher Leukozytenwert ein Risikofaktor fiir die
Entstehung einer Thrombose ist'?2. Auch spielt der Leukozytenwert nach dieser Studie eher bei
unbehandelten Niedrig-Risiko Patienten eine Rolle als bei behandelten Hoch-Risiko Patienten. Eine
mogliche Erkldrung fiir diesen pathophysiologischen Mechanismus, der den Zusammenhang
zwischen Leukozytose und Thrombose erklédrt, ist, dass bei Patienten mit einer CMPN die
neutrophilen Granulozyten in aktivierten Zustand zirkulieren und so in der Lage sind, die
Thrombozyten in einem dynamischen adhdsiven Prozess zu binden'?>!?. Dazu kommt, dass eine
Leukozytose moglicherweise bei inflammatorischen Prozessen in atherosklerotischen Plaques eine
Rolle spielt und so die Wahrscheinlichkeit eines thromboembolischen Ereignisses erhoht wird 27128,
Ein weiterer Hinweis fiir den Zusammenhang zwischen einer Leukozytose und dem Auftreten einer
Thrombose ist die Tatsache, dass Patienten, die eine Behandlung mit dem zytoreduktiven
Medikament Hydroxyurea plus Aspirin erfahren haben, eine niedrigere Rate an arteriellen

61



3. Diskussion

Thrombosen hatten, als Patienten die mit Anagrelid plus Aspirin eingestellt waren®’. Dies kann
daran liegen, dass Hydroxyurea zytoreduktiv auf alle 3 Zellreihen wirkt, wihrend im Gegensatz
dazu Anagrelid nur auf die megakaryozytdre Zellreihe Einfluss hat. In der hier vorgestellten Studie
konnte weder fiir den Hadmatokrit- noch den Leukozytenwert eine Korrelation nachgewiesen

werden.
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1. PERL Programm

#!/usr/bin/perl
use DBI;
use Time::Local;

use HTML.::Entities;

$database = 'xxxx';
$dbuser = 'xxxx';

$dbpasswd = 'xxxx';

# input GET data
$query_string = SENV{'QUERY_STRING'};

## @arguments = split /&/, SARGV[0];
(@arguments = split /&/, $query_string;
Yoargs = ();

foreach $i (@arguments) {
($var, Svalue) = split /=/, $i, 2;
$args {$var} = $value;

}

if ((exists $args {patientid})) {
overview($args {patientid},$args {startdate } ,$args {stopdate},$args {datasource})
}else {
overview(0,0,0);
}
exit(0);

sub overview {
my $patient_id =shift;
my $startdate = shift;
my $stopdate = shift;

my $datasource = shift;

my $table;
my $field patient id;
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my $field date;
my $field_type;
my $field value;
my Stype_wbc;
my $type plt;
my $type_hb;
my Stype_ery;
my $type_mcv;
my $type hkt;
my $type_mch;
my $type_mchc;
my $type mpv;
my Stype lym;
my $type_mon;
my Stype gra;
my $type pdw;
my Stype pct;

if ( $datasource == 1) {
$table = "pvcycle";
$field_patient_id = "patient _id";
$field_date = "date";
$field_type = "type";

$field value = "value";

$type_wbc ="WBC";
$type plt="PLT";
$type hb ="HB";
$type_ery ="ERYS";
$type_mcv ="MCV",;
$type_hkt = "HKT";

if ( $datasource ==2) {
$table = "cycle_records";
$field_patient_id = "patient _id";
$field_date = "date";
$field_type = "type";

$field value = "value";

$type_wbc ="WBC";
$type plt="PLT";
$type hb ="HB";
$type_ery ="ERYS";
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$type_mcv ="MCV";
$type_hkt="HCT";

if ( $datasource ==3) {
$table = "hemresults";
$field_patient_id = "PTID";
$field_date = "DateRcvd";
$field type = "Test";

$field_value = "Result";

$type_wbc ="WBC";
$type plt="PLT";
$type_hb ="HB";
$type ery ="RBC";
$type_mcv ="MCV";
$type_hkt="HCT";
$type_mch="MCH";
$type_mche = "MCHC";
$type_mpv ="MPV";
$type lym ="LYM#",
$type_mon = "MON#";
$type_gra = "GRA#",
$type pdw ="PDW";

$type pct="PCT";

print STDOUT "Content-type: text/html\n\n";
print STDOUT <<EOF;
<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD HTML 4.01/EN">
<htm|>
<head>
<title>Analysis - Polycythemia Vera Cycles</title>
<link rel="stylesheet" type="text/css" href="/css/default.css" media="screen" title="default">
<style type="text/css">
body, div, span, p, h1, h2, h3, ul, 1i, a, td, th, select, input, textarea { font-family: Arial, Helvetica, Swiss, Futura, sans-serif;}
body, p, ul, 1i, a, h3, th, td { font-size: 10pt; color: #000000;}
h1 { font-weight: bold; font-size: 12pt; color: #000000; margin-bottom: 8px; text-decoration: none;}
h2 { font-weight: bold; font-size: 11pt; color: #000000; margin-top: 16px; margin-bottom: 8px; text-decoration: none;}
h3 { font-weight: bold; text-decoration : none;}

th { font-weight: bold; text-align: left;}

a:link { font-weight: normal; color:#0000EOQ; text-decoration:none }

a:visited { font-weight: normal; color:#0000EOQ; text-decoration:none }
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athover { font-weight: normal; color:#E00000; text-decoration:none }
a:active { font-weight: normal; color:#E00000; text-decoration:underline }

a:focus { font-weight: normal; color:#E00000; text-decoration:underline }

</style>

</head>

<body>

<div id="header">
<hl>Analysis - PV Cycles</h1>
</div>

EOF

D e S g e
print STDOUT "<h3>Overview</h2>\n";
print STDOUT " <p>\n";
print STDOUT " <form action=\"/analysis.p]\" method=\"get\" style=\"width:70\%; margin-left:auto; margin-right:auto\">\n";
print STDOUT " <p>table:<br><input name=\"datasource\" type=\"text\" size=\"30\" maxlength=\"30\" value=\"$datasource\"></p>\n";
print STDOUT " <p>patientid:<br><input name=\"patientid\" type=\"text\" size=\"30\" maxlength=\"30\" value=\"$patient id\"></p>\n";
print STDOUT " <p>startdate:<br><input name=\"startdate\" type=\"text\" size=\"30\" maxlength=\"40\" value=\"$startdate\"></p>\n";
print STDOUT " <p>stopdate:<br><input name=\"stopdate\" type=\"text\" size=\"30\" maxlength=\"40\" value=\"$stopdate\"></p>\n";
print STDOUT " <p><input type=\"submit\" value=\" Absenden \"></p>\n";
print STDOUT " </form>\n";
print STDOUT "<hr>\n";
print STDOUT " <p>\n";
print STDOUT " Patient ID: $patient_id<br>\n";
print STDOUT "  Period: $startdate - $stopdate\n";
print STDOUT " </p>\n";
displayanalysis("Platelet Overview","overview",$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient id,$field date, $field_type, $field value);
displayanalysis("Platelet",$type_plt,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $field_value);
displayanalysis("Hematocrit",$type_hkt,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field_patient id,$field_date, $field_type, $field value);
displayanalysis("WBC",Stype_wbc,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient_id,$field date, $field type, $field value);
displayanalysis("Hemoglobin",$type_hb,$patient_id,Sstartdate,$stopdate, $table, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $field_value);
displayanalysis("Erythrocytes",$type_ery,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field_patient_id,$field date, $field_type, $field_value);
displayanalysis("MCV",$type_mcv,$patient_id,$startdate,Sstopdate, $table, $field patient_id,$field date, $field type, $field_value);
displayanalysis("MCH",$type_mch,$patient_id,$startdate,$stopdate, Stable, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $ficld_value);
displayanalysis("MCHC",$type_mchc,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient id,$field date, $field type, $field value);
displayanalysis("MPV",$type_mpv,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient id,$field_date, $field_type, $field value);
displayanalysis("LYM#",$type_lym,$patient_id,$startdate,$stopdate, Stable, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $field_value);
displayanalysis("MON#",$type_mon,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient id,$field date, $field type, $field value);
displayanalysis("GRA#",$type_gra,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field patient id,$field_date, $field_type, $field value);
displayanalysis("PDW",$type_pdw,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $field_value);
displayanalysis("PCT",$type_pct,$patient_id,$startdate,$stopdate, $table, $field_patient_id,$field_date, $field_type, $field_value);
print STDOUT "<br><br>";
print STDOUT "</p>";
print STDOUT "<hr>\n";
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print STDOUT "<div id=\"footer\">\n";
print STDOUT " 2007 by Jan Tauscher, Fabian Siegel, Petro E. Petrides\n";
print STDOUT "</div>\n";

print STDOUT "</body>\n";

return;

}

TR TET RN TN TR T RN NIRRT NI TR R IR RN TN TR T IR TRIRTR TN TR TR TRIRTNT)
FHHH T T

# analyse ($type, patient_id, $startdate, $stopdate, $table, $field_patient_id, $field date, $field_type, $field_value)
HHHHHHH R
sub analyse {

my $type = shift;

my $patient_id = shift;

my $startdate = shift;

my $stopdate = shift;

my $table = shift;

my $field_patient_id = shift;

my $field_date = shift;

my $field_type = shift;

my $field_value = shift;

my $datafile = "tables/$type.$$.txt";
my Slombfile = "tables/$type.$$.lomb.txt";

my $maxrecordeddate_days;
my $minrecordeddate days;
my $stopdate_days;

my $startdate_days;

my $zenith;

my $nadir;

my $dbh = DBI->connect("dbi:mysql:$database",$dbuser,$dbpasswd)
or die "Couldn't connect to database: " . DBI->errstr;
### determine first date

my $analysis_sth = $dbh->prepare("SELECT MAX($field_date), MIN($field date),
MAX(TO DAYS($field_date)),MIN(TO DAYS($field_date)),TO_DAYS(?)-MIN(TO DAYS($field_date)),TO_DAYS(?)-
MIN(TO_DAYS(Sfield date)) FROM “$table’ WHERE (Sfield_patient id=?)")

or die "Couldn't prepare statement: " . $dbh->errstr;
$analysis_sth->execute($stopdate, $startdate, $patient_id);
my @data = $analysis_sth->fetchrow_array();
$maxrecordeddate = $data[0];
$minrecordeddate = $data[1];
$maxrecordeddate days = $data[2];
$minrecordeddate_days = $data[3];
$stopdate_days = $data[4];
$startdate_days = $data[5];
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if ( $type eq "overview" )

{
$type = "PLT";
$stopdate = $maxrecordeddate;
$startdate = $minrecordeddate;

}

my $analysis_sth = $dbh->prepare("SELECT TO_DAY S($field_date)-?, $field value FROM S$table’ WHERE ($field patient_id=? and
$field_type=? and $field_date>=? and $field_date<=?) order by $field_date")

or die "Couldn't prepare statement: " . $dbh->errstr;

$analysis_sth->execute($minrecordeddate_days,$patient_id,$type,$startdate,$stopdate);

# print STDOUT "$startdate,$patient_id,$type,$startdate,$stopdate";

my $numoflines=0;

$zenith = -1;

$nadir = 1000000000,

open(DAT,">$datafile") || die("Cannot Open File");

while (my @data = $analysis_sth->fetchrow_array()) {
$data[1]=~ sA\,\./;

if ( $zenith < $data[1]) {
$zenith = $data[1];
}
if ( $nadir > $data[1] ) {
$nadir = $data[1];
}
print DAT "$data[0] $data[1]\n";
$numoflines = $numoflines +1;
}
close(DAT);
if ( $numoflines > 0 ) {
system "./lomb $datafile > $lombfile";

}

return ($numoflines, $datafile, $lombfile, $startdate days, $stopdate days, $zenith, $nadir, $maxrecordeddate, $minrecordeddate);

}
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# percent ($value)
HHHHHHH A
sub percent {
my $value = shift;
return int($value*1000+0.5)/10;
}
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# send_data_to_gnuplot ($datafile, $flag, $nameofchart); + evtl. $startdate days, $stopdate_days
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sub send_data to_gnuplot
{
my $datafile = shift;
my $flag = shift;
my $nameofchart = shift;
my $startdate_days = shift;;
my $stopdate_days = shift;
my $gnuplot = "/ust/bin/gnuplot";
my $color=1;
my $pngoutputfile = $datafile;
$pngoutputfile=~ s/txt/png/;
$pngoutputfile=~ s/tables/images/;
my $pdfoutputfile= $pngoutputfile.".svg";
my $x=0.8;
my $y=0.8;
my $xlabel = "days";
my Sgraphtype = "lines";
if ($flag eq "data") {
$xlabel = "days";
Sgraphtype = "lines";
}
if ($flag eq "lomb") {
Sxlabel = "1/days";
$graphtype = "impulses";
}
open (GNUPLOT, "|$gnuplot");
print GNUPLOT <<gnuplot_Commands_Done;
set term png
set output "$pngoutputfile"
set size $x, $y
set title "$nameofchart"
set xlabel "$xlabel"
set ylabel "$type"
set noxzeroaxis
set noyzeroaxis
set border
set nogrid
set nokey
gnuplot_ Commands_Done
if ( $flag eq "overview" ) {
print GNUPLOT "set arrow from $startdate_days,0 to $startdate _days,1500 linetype 3 nohead\n";
print GNUPLOT "set arrow from $stopdate days,0 to $stopdate_days,1500 linetype 3 nohead\n";
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print GNUPLOT "plot \"$datafile\" with $graphtype $color\n";
print GNUPLOT "set terminal svg size 600 480 dynamic\n";
print GNUPLOT "set output \"$pdfoutputfile.tmp\"\n";
print GNUPLOT "plot \"$datafile\" with $graphtype $color\n";
close (GNUPLOT);
system "sed -f gnuplotxml.sed $pdfoutputfile.tmp >$pdfoutputfile";
return $pngoutputfile;

}
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# determine_frequency($datafile,$days_analysed)
HHHHHHH TR
sub determine_frequency
{
my $datafile = shift;
my $days_analysed = shift;
open(DAT, $datafile) || die("Could not open file $datafile!");
@raw_data=<DAT>;
close(DAT);
my $mainpower = 0;
my $mainfrequency = 0;
foreach $line (@raw_data)
{
chop($line);
($frequency,Spower)=split(/\t/,$line);
if ( $power>$mainpower )
{
$mainpower = Spower;

$mainfrequency = $frequency;

¥
print STDOUT " <tr><td>main frequency:</td><td> $mainfrequency 1/days</td></tr>\n";

print STDOUT " <tr><td>Power</td><td>$mainpower</td></tr>\n";
if ( $mainfrequency != 0) {
print STDOUT " <tr><td>Periodicity</td><td>".round(1/$mainfrequency,2)." days ";
if ( $days_analysed < (1/$mainfrequency)) {
print STDOUT "<em>(no periodicity detected)</em>";
}
print STDOUT "</td></tr>\n";
¥
return;

}
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# round ($value,$digits)
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sub round {

my $value = shift;

my $digits = shift;

return (int(Svalue*(10 ** $digits) +.5))/(10 ** $digits);
}
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# displayanalysis ($name, $type, $patient_id, $startdate, $stopdate, $table, $field_patient id, $field_date, $field_type, $field_value)
HHHHHHH R
sub displayanalysis {

my $name = shift;

my $type = shift;

my $patient_id = shift;

my $startdate = shift;

my S$stopdate = shift;

my $table = shift;

my $field_patient_id = shift;

my $field_date = shift;

my $field_type = shift;

my $field_value = shift;

my $numofvalues = 0;

my $datafile =

n.
i

my $lombfile ="";
my Sstartdate_days;
my $stopdate_days;
my $zenith;

my $nadir;

my $maxrecordeddate;

my $minrecordeddate;

($numofvalues, $datafile, $lombfile, $startdate days, $stopdate_days, $zenith, $nadir, Smaxrecordeddate, $Sminrecordeddate) = analyse($type,
$patient_id, $startdate, $stopdate, Stable, $field_patient id, $field date, $field_type, $field_value);

print STDOUT "<hr>\n";

print STDOUT "<h3>$name</h3>\n";

print STDOUT "<p>\n";

print STDOUT " Recorded period: $minrecordeddate - $maxrecordeddate<br>\n";
print STDOUT " Displayed period: $startdate - $stopdate<br>\n";

print STDOUT " in days: $startdate_days - $stopdate_days<br>\n",

if ( $numofvalues > 0) {
if ( $type eq "overview" ) {
my $dataimagefile = send data_to_gnuplot($datafile, "overview", $name, $startdate_days, $stopdate_days);
print STDOUT "<a href=\"$dataimagefile.svg\"><img src=\"$dataimagefile\" border=\"0\"></a><br>\n";

print STDOUT "<a href=\"$datafile\">Download $name raw data (csv)</a><br>\n";
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} else {
my $dataimagefile = send data_to_gnuplot($datafile, "data", $name);

my $lombimagefile = send_data_to_gnuplot($lombfile, "lomb", ($name." - Lomb analysis"));

print STDOUT "<a href=\"$dataimagefile.svg\"><img src=\"$dataimagefile\" border=\"0\"></a>\n";
#print STDOUT "<object data=\"$dataimagefile.svg\" type=\"image/svg+xml\" style=\"width:15cm; height: 15cm\">\n";
#print STDOUT " <a href=\"$dataimagefile.svg\"><img src=\"$dataimagefile\" border=\"0\"></a>\n";
#print STDOUT "</object>\n";
print STDOUT "<a href=\"$lombimagefile.svg\"><img src=\"$lombimagefile\" border=\"0\"></a><br>\n";
#print STDOUT "<object data=\"$lombimagefile.svg\" type=\"image/svg+xml\" style=\"width:15cm; height: 15Scm\">\n";
#print STDOUT "  <a href=\"$lombimagefile.svg\"><img src=\"$lombimagefile\" border=\"0\"></a>\n";
#print STDOUT "</object><br>\n";
print STDOUT "<a href=\"$datafile\">Download $name raw data (csv)</a><br>\n";
print STDOUT "<a href=\"$lombfile\">Download $name lomb analysis (csv)</a><br>\n";
print STDOUT "<table border=\"0\">\n";
print STDOUT " <tr><td>days analysed</td><td>".($stopdate_days-$startdate_days)."</td></tr>\n";
print STDOUT " <tr><td>Zenith</td><td>$zenith</td></tr>\n";
print STDOUT " <tr><td>Nadir</td><td>$nadir</td></tr>\n";
determine_frequency($lombfile, $stopdate_days-$startdate days);
print STDOUT "</table>\n";
}
} else {
print STDOUT "no data available<br>\n";
}
print STDOUT "</p>\n";

return;

2. Lomb-Analyse-Programm
Lomb periodogram of real data - Copyright (C) 1992-2010 George B. Moody

This program is free software; you can redistribute it and/or modify it under the terms of the GNU General Public License as published by the Free
Software Foundation; either version 2 of the License, or (at your option) any later version.

This program is distributed in the hope that it will be useful, but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the implied warranty of
MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. See the GNU General Public License for more details.

You should have received a copy of the GNU General Public License along with this program; if not, write to the Free Software Foundation, Inc., 59
Temple Place - Suite 330, Boston, MA 02111-1307, USA.

You may contact the author by e-mail (george@mit.edu) or postal mail (MIT Room E25-505A, Cambridge, MA 02139 USA). For updates to this
software, please visit PhysioNet (http://www.physionet.org/).

The default input to this program is a text file containing a sampled time series, presented as two columns of numbers (the sample times and the
sample values). The intervals between consecutive samples need not be uniform (in fact, this is the most significant advantage of the Lomb
periodogram over other methods of power spectral density estimation). This program writes the Lomb periodogram (the power spectral density
estimate derived from the input time series) on the standard output.

The original version of this program was based on the algorithm described in Press, W.H, and Rybicki, G.B., Astrophysical J. 338:277-280 (1989). It
has been rewritten using the versions of this algorithm presented in Numerical Recipes in C (Press, Teukolsky, Vetterling, and Flannery; Cambridge
U. Press, 1992).

This version agrees with 'fft' output (amplitude spectrum up to the Nyquist frequency with total power equal to the variance); thanks to Joe Mietus. */
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#include <stdio.h>
#include <math.h>
#ifdef STDC
#include <stdlib.h>
#else

extern void exit();
#endif

#ifndef BSD

# include <string.h>

#else /* for Berkeley UNIX only */
# include <strings.h>

# define strchr index

#endif

static long Imaxargl, Imaxarg2;

#define LMAX(a,b) (Imaxargl = (a),lmaxarg2 = (b), (Imaxargl > Imaxarg2 ? \
Imaxarg] : Imaxarg2))

static long Iminargl, Iminarg?2;

#define LMIN(a,b) (Iminargl = (a),lminarg2 = (b), (Iminargl < Iminarg2 ? \
Iminargl : Iminarg2))

#define MOD(a,b) while (a>=b)a-=b

#define MACC 4

#define SIGN(a,b) ((b) > 0.0 ? fabs(a) : -fabs(a))

static float sqrarg;

#define SQR(a) ((sqrarg = (a)) == 0.0 ? 0.0 : sqrarg*sqrarg)

#define SWAP(a,b) tempr=(a);(a)=(b);(b)=tempr

char *pname;
float pwr;

void fasper(x, y, n, ofac, hifac, wk1, wk2, nwk, nout, jmax, prob)
float x[], y[1;

unsigned long n;

float ofac, hifac, wk1[], wk2[];

unsigned long nwk, *nout, *jmax;

float *prob;

void avevar(), realft(), spread(), error();

unsigned long j, k, ndim, nfreq, nfreqt;

float ave, ck, ckk, cterm, cwt, den, df, effm, expy, fac, fndim, hc2wt,
hs2wt, hypo, pmax, sterm, swt, var, xdif, xmax, xmin;

*nout = 0.5*ofac*hifac*n;
nfreqt = ofac*hifac*n*MACC;
nfreq = 64;
while (nfreq < nfreqt) nfreq <<= 1;
ndim = nfreq << 1;
if (ndim > nwk)
error("workspaces too small\n");
avevar(y, n, &ave, &var);
xmax = xmin = x[1];
for (j =2;j <=n; j++) {
if (x[j] <xmin) xmin = x[j];
if (x[j] > xmax) xmax = x[j];
}
xdif = xmax - xmin;
for (j = 1; j <= ndim; j++) wkl1[j] = wk2[j] = 0.0;
fac = ndim/(xdif*ofac);
fndim = ndim;
for (j=1;j <=n; j++) {
ck = (x[j] - xmin)*fac;
MOD(ck, fndim);
ckk = 2.0*(ck++);
MOD(ckk, fndim);
++ckk;
spread(y[j] - ave, wk1, ndim, ck, MACC);
spread(1.0, wk2, ndim, ckk, MACC);
}
realft(wk1, ndim, 1);
realft(wk2, ndim, 1);
df = 1.0/(xdif*ofac);
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pmax = -1.0;

for (k=3,j=1;j <= (*nout); j++, k +=2) {
hypo = sqrt(wk2[k]*wk2[k] + wk2[k+1]*wk2[k+1]);
he2wt = 0.5*wk2[k]/hypo;
hs2wt = 0.5*wk2[k+1]/hypo;
cwt = sqrt(0.5+hc2wt);
swt = SIGN(sqrt(0.5-hc2wt), hs2wt);
den = 0.5*n + he2wt*wk2[k] + hs2wt*wk2[k+1];
cterm = SQR(cwt*wk1[k] + swt*wk1[k+1])/den;
sterm = SQR(cwt*wk1[k+1] - swt*wk1[k])/(n - den);
wkl[j] =j*df;
wk2[j] = (cterm+sterm)/(2.0*var);
if (wk2[j] > pmax) pmax = wk2[(*jmax = j)];

}

expy = exp(-pmax);

effm = 2.0*(*nout)/ofac;

*prob = effm*expy;

if (*prob > 0.01) *prob = 1.0 - pow(1.0 - expy, effm);

}

void spread(y, yy, n, X, m)
floaty, yy[];
unsigned long n;
float x;
int m;
{
int ihi, ilo, ix, j, nden;
static int nfac[11]={ 0, 1, 1, 2, 6, 24, 120, 720, 5040, 40320, 362880 };
float fac;
void error();

if (m > 10)
error("factorial table too small");
ix = (int)x;
if (x == (float)ix) yy[ix] +=y;
else {
ilo = LMIN(LMAX((long)(x - 0.5*m + 1.0), 1), n - m + 1);
ihi=ilo+m-1;
nden = nfac[m];
fac =x - ilo;
for (j =ilo + 1; j <= ihi; j++) fac *= (x - j);
yy[ihi] += y*fac/(nden*(x - ihi));
for (j = ihi-1; j >=ilo; j--) {
nden = (nden/(j + 1 - ilo))*(j - ihi);
yylil += y*fac/(nden*(x - j));

H
}

void avevar(data, n, ave, var)
float data[];
unsigned long n;
float *ave, *var;
{
unsigned long j;
float s, ep;

for (*ave = 0.0, j = 1; j <= n; j++) *ave += data[j];
*ave /=n;
*var =ep = 0.0;
for (j=1;j <=n; j++) {
s = data[j] - (*ave);
ep +=s;
*var += s*s;
}
*var = (*var - ep*ep/n)/(n-1);
pwr = *var;
}
void realft(data, n, isign)

float data[];
unsigned long n;
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int isign;

{
void fourl();
unsigned long i, i1, 12, i3, i4, np3;
float c1 = 0.5, ¢2, hlr, hli, h2r, h2i;
double wr, wi, wpr, wpi, wtemp, theta;

theta = 3.141592653589793/(double)(n>>1);

if (isign==1) {
c2=-0.5;
fourl(data, n>>1, 1);

}else {
c2=0.5;
theta = -theta;

}

wtemp = sin(0.5*theta);

wpr = -2.0*wtemp*wtemp;

wpi = sin(theta);

wr = 1.0 + wpr;

wi = wpi;

np3 =n+3;

for (i =2; 1 <= (n>>2); i++) {
i4=1+@{3=np3-(2=1+(l=i+i-1)));
hlr= cl*(data[il] + data[i3]);
hli= cl*(data[i2] - data[i4]);
h2r = -c2*(data[i2] + data[i4]);
h2i= c2*(data[il] - data[i3]);
data[il] = hlr + wr*h2r - wi*h2i;
data[i2] = hli+ wr*h2i + wi*h2r;
data[i3] = hlr - wr*h2r + wi*h24i;
data[i4] = -h1i +wr*h2i + wi*h2r;
wr = (wtemp = wr)*wpr - wi*wpi + wr;
wi = wi*wpr + wtemp*wpi + wi;

¥

if (isign==1) {
data[1] = (hlr = data[1]) + data[2];
data[2] = hlr - data[2];

}else {
data[1] = c1*((hlr = data[1]) + data[2]);
data[2] = c1*(hlr - data[2]);
fourl(data, n>>1, -1);

}

}

void fourl(data,nn,isign)

float data[];

unsigned long nn;

int isign;

{
unsigned long n, mmax, m, j, istep, i;
double wtemp, wr, wpr, wpi, wi, theta;
float tempr, tempi;

n=nn<<1;

i=L
for(i=1;i<n;i+=2) {
ifG>1) {

SWAP(data[j], data[i]);
SWAP(data[j+1], data[i+1]);
}
m=n>>1;
while (m>=2 && j > m) {
j=m;
m>>=1;

jt=m;
¥
mmax = 2;
while (n > mmax) {
istep = mmax << 1;
theta = isign*(6.28318530717959/mmax);
wtemp = sin(0.5*theta);
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wpr = -2.0*wtemp*wtemp;
wpi = sin(theta);
wr = 1.0;
wi=0.0;
for (m=1; m < mmax; m +=2) {
for (1 =m;i <= n;i +=istep) {
j =1+ mmax;
tempr = wr*data[j] - wi*data[j+1];
tempi = wr*data[j+1] + wi*datal[j];
data[j] = datal[i] - tempr;
data[j+1] = data[i+1] - tempi;
data[i] += tempr;
data[i+1] += tempi;

1
5

wr = (wtemp = wr)*wpr - wi*wpi + wr;
wi = wi*wpr + wtemp*wpi + wi;

)
mmax = istep;
¥
}
FILE *ifile;
float *x, *y, *wkl, *wk2;
long nmax = 512L; /* Initial buffer size (must be a power of 2). Note that input() will increase this value as necessary by

repeated doubling, depending on the length of the input series. */

main(argc, argv)
int argc;
char *argv[];
{
char *prog_name();
float prob;
int aflag = 1, i, sflag = 0, zflag = 0;
unsigned long n, nout, jmax, maxout, input();
void help(), zeromean();

pname = prog_name(argv[0]);
for (1= 1; 1 <argc; i++) {
if (*argv[i] =="-") switch (*(argv[i]+1)) {
case 'h": /* print help and exit */
help();
exit(0);
break;
case 's'": /* smooth output */
sflag=1;
break;
case 'P": /* output powers instead of amplitudes */
aflag =0;
break;
case 'z": /* zero-mean the input */
zflag = 1;
break;
case \0': /* read data from standard input */
ifile = stdin;
break;
default:
fprintf(stderr, "%s: unrecognized option %s ignored\n",
pname, argv[i]);
break;
}
else if (i == argc-1) { /* last argument: input file name */
if ((ifile = fopen(argv[i], "rt")) == NULL) {
fprintf(stderr, "%s: can't open %s\n", pname, argv[i]);
exit(2);
}

}

}
if (ifile == NULL) {

help();
exit(1);
}
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/* Read input. */
n = input();

/* Zero-mean the input if requested. */
if (zflag) zeromean(n);

/* Compute the Lomb periodogram. */
fasper(x-1, y-1, n, 4.0, 2.0, wk1-1, wk2-1, 64*nmax, &nout, &jmax, &prob);

/* Write the results. Output only up to Nyquist frequency, so that the results are directly comparable to those obtained using conventional
methods. The normalization is by half the number of output samples; the sum of the outputs is (approximately) the mean square of the inputs. Note
that the Nyquist frequency is not well-defined for an irregularly sampled series. Here we use half of the mean sampling frequency, but the Lomb
periodogram can return (less reliable) estimates of frequency content for frequencies up to half of the maximum sampling frequency in the input. */

maxout = nout/2;
if (sflag) { /* smoothed */

pwr /=4;

if (aflag)  /* smoothed amplitudes */
for (n = 0; n < maxout; n += 4)
printf("%g\t%g\n", wk1[n],
sqrt((wk2[n]+wk2[n+1]+wk2[n+2]+wk2[n+3])/(nout/(8.0*pwr))));

else /* smoothed powers */
for (n = 0; n < maxout; n +=4)
printf("%g\t%g\n", wk1[n],
(wk2[n]+wk2[n+1]+wk2[n+2]+wk2[n+3])/(nout/(8.0*pwr)));

}

else { /* oversampled */

if (aflag)  /* amplitudes */
for (n = 0; n < maxout; n++)
printf("%g\t%g\n", wk1[n], sqrt(wk2[n]/(nout/(2.0*pwr))));

else /* powers */
for (n = 0; n < maxout; nt++)
printf("%g\t%g\n", wk1[n], wk2[n]/(nout/(2.0*pwr)));

!

free(x);
free(y);
free(wkl);
free(wk2);

exit(0);
}

char *prog_name(s)
char *s;
{

char *p = s + strlen(s);

#ifdef MSDOS
while (p>=s && *p I="\\' && *p I="") {
if(p==")
*p="04 /* strip off extension */
if (A'<=*p && *p <='2")
*p+='a'-'A"; /* convert to lower case */
p--;
}
#else
while (p>=s && *p !="/")
p--;
#endif
return (p+1);

}

void error(s)
char *s;
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fprintf(stderr, "%s: %s\n", pname, s);
exit(1);
}

static char *help_strings[] = {

"usage: %s [ OPTIONS ...] INPUT-FILE\n",

" where INPUT-FILE is the name of a text file (use '-' to read the standard", " input) containing a sampled time series, presented as two columns of", "
numbers (the sample times and the sample values). The intervals between", " consecutive samples need not be uniform. The standard output is the
Lomb", "periodogram (a frequency spectrum derived from the time series, in two" " columns (frequency and amplitude), normalized such that the
total power", " between zero and the Nyquist frequency (based on the mean sampling" " frequency) is equal to the variance of the input. If the units
of sample", " times are seconds, the units of the frequencies are Hz.",

" OPTIONS may be any of:",

"-h  Print on-line help.",

"-P  Generate a power spectrum (print squared amplitudes).",

"-s Produce smoothed output.",

'-z  Zero-mean the input data.",

NULL

b

void help()

inti;

(void)fprintf(stderr, help_strings[0], pname);
for (1= 1; help_strings[i] != NULL; i++)
(void)fprintf(stderr, "%s\n", help_strings[i]);

/* Read input data, allocating and filling x[] and y[]. The return value is the number of points read.

This function allows the input buffers to grow as large as necessary, up to the available memory (assuming that a long int is large enough to address
any memory location). */

unsigned long input()
unsigned long npts = OL;

if ((x = (float *)malloc(nmax * sizeof(float))) == NULL ||
(y = (float *)malloc(nmax * sizeof(float))) == NULL ||
(wk1 = (float *)malloc(64 * nmax * sizeof(float))) == NULL ||
(wk2 = (float *)malloc(64 * nmax * sizeof(float))) == NULL) {
if (x) (void)free(x);
fclose(ifile);
error("insufticient memory");

}

while (fscanf(ifile, "%f%f", &x[npts], &y[npts]) == 2) {
if (++npts >=nmax) { /* double the size of the input buffers */
float *xt, *yt, *wlt, *w2t;
unsigned long nmaxt = nmax << 1;

if (64 * nmaxt * sizeof(float) < nmax) {
fprintf(stderr,
"%s: insufficient memory, truncating input at row %lu\n",
pname, npts);
break;

}
if ((xt = (float *)realloc(x, nmaxt * sizeof(float))) == NULL) {
fprintf(stderr,
"%s: insufficient memory, truncating input at row %lu\n",
pname, npts);
break;
}
X = Xt;
if ((yt = (float *)realloc(y, nmaxt * sizeof(float))) == NULL) {
fprintf(stderr,
"%s: insufficient memory, truncating input at row %lu\n",
pname, npts);
break;

i
Y=yt
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if (w1t = (float *)realloc(wk1,64*nmaxt*sizeof(float))) == NULL){
fprintf(stderr,
"%s: insufficient memory, truncating input at row %lu\n",
pname, npts);
break;

wkl =wlt;
if (w2t = (float *)realloc(wk2,64*nmaxt*sizeof(float))) == NULL){
fprintf(stderr,
"%s: insufficient memory, truncating input at row %lu\n",
pname, npts);
break;

}
wk2 = w2t;
nmax = nmaxt;

}
H

felose(ifile);
if (npts < 1) error("no data read");
return (npts);

}

/* This function calculates the mean of all sample values and subtracts it from each sample value, so that the mean of the adjusted samples is zero. */

void zeromean(n)
unsigned long n;

unsigned long i;
double ysum = 0.0;

for (i=0;1<n;itt)
ysum += y[i];

ysum /= n;

for (i=0;1<n;itt+)
yli] -= ysumy
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