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1. Problemstellung

Angeborene Storungen der Thrombozytenfunktion (inherited platelet defects, IPD) stellen eine
heterogene Gruppe von Erkrankungen dar, die mit komplexen systemischen Erkrankungen assoziiert
sind oder isoliert als Ursache einer hamorrhagische Diathese auftreten. Die Erkrankungen sind haufig
schwierig zu diagnostizieren und es gelingt oftmals nicht, sie einem klassifizierten Krankheitsbild
zuzuordnen. Angeborene Storungen der Thrombozyten, insbesondere ohne Erniedrigung der
Thrombozytenzahl auf unter 100.000/ul, bleiben haufig bis zum Eintritt von Blutungssymptomen
unentdeckt [1]. Klinische Folge einer Storung der Thrombozyten ist in den meisten Fallen eine leichte
bis moderate Blutungsneigung. Durch Kofaktoren, wie Medikamente, Operationen oder andere
Herausforderungen der Hamostase kann es zu einer klinisch relevanten Blutungsneigung kommen.
Typische Symptome von Storungen der Thrombozyten sind Schleimhautblutungen, Epistaxis,
Menorrhagien, Hamatome, Petechien und Blutungen bei invasiven Eingriffen und Operationen.
Blutungen kénnen auch plétzlich und unvorhergesehen auftreten.

Zur Beurteilung der Thrombozyten empfiehlt sich die Verwendung eines diagnostischen Algorithmus.
Obwohl eine Vielzahl von Mess- und Testmethoden zur Verfligung steht, eignen sich nur einige wenige
flr die klinische Praxis. Die Auswahl der Labordiagnostik hangt ganz wesentlich von der Vorgeschichte,
klinischen Prasentation und den lokalen Gegebenheiten ab. Eine Diagnosestellung gelingt haufig nur
in enger Zusammenarbeit mit spezialisierten hamostaseologischen Zentren und molekulargenetischen

Laboren.

2. Patientenperspektive

Ziele dieser Leitlinien sind:

1. Die Diagnostik von Storungen der Thrombozyten soll moglichst wohnortnah unterstiitzt werden.
2. Die Diagnostik soll nur so viele Schritte wie unbedingt notwendig umfassen.

3. Die Beratung von Betroffenen und deren Familien soll unterstiitzt werden.
4

Der Patient soll von der Diagnosestellung profitieren.

3. Einleitung

Die vorliegende Leitlinie soll die Diagnose von angeborenen Stdorungen der Thrombozyten
unterstitzen. Die diagnostischen Schritte sind individuell anzupassen, abhangig von Familien- und
Individualanamnese, vorliegender Grunderkrankung (z.B. einem Symptomenkomplex: Syndrom),

Thrombozytenzahl und -morphologie und verfiigbaren Laboruntersuchungen.
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Fiir die haufigsten und gut charakterisierten angeborenen Stérungen der Thrombozyten werden
weiterreichende Informationen gegeben. Die wichtigsten Untersuchungsmethoden sind im Detail
beschrieben.

Die Leitlinie ist nicht geeignet zur Beurteilung von fir Patientlnnen, die Thrombozyten-aktive
Substanzen erhalten oder an erworbenen Stérungen der Thrombozytenfunktion oder/ und

Thrombozytenzahl leiden.

4. Diagnhosealgorithmus

Fir die Diagnosestellung hat sich die Verwendung eines Algorithmus bewahrt (Abbildung 1).

Blutungsneigung *

‘ Positive Familienanamnese ‘

‘ Andere Organbeteiligungen ‘

Medikamente
Nahrungsmittel

Internistische Grunderkrankung

Ausschluss einer plasmatischen Verdacht auf eine thrombozytdre
Gerinnungsstérung ** Erkrankung

Thrombozyten- MPV, IPF, Morphologie:
zahl GroRenverteilung ThrombozytengréRe

Automat Blutausstrich

Thrombozytenzahl niedrig: ITP, TTP, HUS, Pseudothrombozytopenie unwahrscheinlich

| Spezialisierte Analysen fiir spezifische Diagnosen *** |

Aggregometrie Durchflusszytometrie Immunfluoreszenz- Thrombozyten-abh. Molekulargenetik
Luminometrie Mepacrine-Assay Mikroskopie Thrombingenerierung NGS, Panel
| Kapitel 6 | Kapitel 7 | Kapitel 8 | Kapitel 9 | Kapitel 10 |

* Verwendung eines standardisierten Blutungsfragebogen (ISTH BAT u.a.) wird empfohlen.
** Insbesondere auszuschlieRen sind: von Willebrand Erkrankung, Einzelfaktormangel (Hamophilie A/B u.a.), Hyperfibrinolyse.
*** Auswahl der Methoden: individuell; Molekulargenetik ist als alleinige diagnostische MaBnahme nicht empfohlen.

Abbildung 1: Diagnosealgorithmus zur Unterstiitzung einer rationalen Herangehensweise bei Blutungsneigung

und Verdacht auf eine angeborene Erkrankung der Thrombozyten. Abkiirzungen: Mittleres Plattchenvolumen (MPV),
Immature Plattchenfraktion (IPF), Immuntrombozytopenie (ITP), Thrombotisch-thrombozypenische Purpura (TTP), Hamolytisch uramisches
Syndrom (HUS).
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4.1. Klinische Bewertung und Anamnese

e Welche klinischen Merkmale sind charakteristisch fiir primare Hamostasestérungen,

einschlie8lich angeborenen Thrombozytenfunktionsstorungen (IPDs)?

Primadre Hamostasestorungen, zu denen auch Thrombozytenfunktionsstorungen zahlen, sind durch
eine mukokutane Blutungsneigung gekennzeichnet. Typisch ist die Neigung zu Menorrhagien,
Epistaxis, kutanen Himatomen und Petechien. Angaben zur Familien- und Individualanamnese sind
wichtig. Zur standardisierten Beurteilung der Blutungsneigung kann die deutsche Ubersetzung des

pedISTH-BAT (bei Kindern) oder ISTH-BAT (bei Erwachsenen) verwendet werden [2, 3].

e Kommen angeborene Stérungen der Thrombozyten bei anderen und komplexen

(,syndromalen”) Erkrankungen vor?

Etwa die Halfte aller vererbten Thrombozytopenien, sowie einige vererbte Thrombozytopathien,
treten bei komplexen Erkrankungen auf, bei denen der angeborene Thrombozytendefekt mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit klinisch relevanten Veranderungen in anderen Zelltypen und Organen, oder
mit der Entwicklung einer neoplastischen Erkrankung, verbunden ist [4-9]. Diese wurden von der WHO
als myeloische Neoplasien mit Keimbahnpradisposition und vorbestehenden
Thrombozytenstorungen, einschlieRlich solcher, die sich mit molekularen Varianten im Ankyrin-
Repeat-Domain-26-Gen (ANKRD26) oder in den Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1 entwickeln,
definiert [10].

Die Variabilitdat an Symptomen, die im Rahmen dieser komplexen Erkrankungen auftreten konnen, ist
breit und reicht von kardialen und renalen Malformationen, Skelettanomalien,
Entwicklungsverzogerung, Hypercholsterindmie, Artheriosklerose, usw. bis zur malignen

Entartungspradisposition [9].

¢ Welche komplexen (,,syndromalen”) Erkrankungen verdienen besondere Aufmerksamkeit?

In folgenden sind wichtige und klassische komplexe Erkrankungen (,Syndrome®) aufgefiihrt, die mit
Stérungen der Thrombozyten assoziiert sind [9, 11]. Dabei kénnen abhangig vom Subtyp (z.B. beim
Hermansky-Pudlak-Syndrom) oder von der Lokalisation der pathogenen Variante im Gen (z.B. im

MYH9-Gen) unterschiedliche Symptome mit unterschiedlicher Auspragung vorliegen.
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ARC-Syndrom (Arthrogryposis multiplex congenita): Renale Funktionsstérung und
Cholestase

Chediak-Higashi-Syndrom: Immundefekt, okulokutaner Albinismus, neurologische
Auffalligkeiten

DIAPH1-assoziierte Thrombozytopenie: Horverlust, Immundefekt

Familidre hamophagozytische Lymphohistiozytose: Immundefekt

GATA1l-bedingte Thrombozytopenie (GATA1-RT): Thalassamiedhnliche,
dyserythropoetische Anomalien

Griscelli-Syndrom: Albinismus, Immundefekt

Hermansky-Pudlak-Syndrom: Okulokutaner Albinismus, Lungenfibrose,
granulomatdse Kolitis, Immundefekt

Leukozyten-Adhasionsdefekt-Ill: Inmundefekt

MYH9-assoziierte Makrothrombozytopenie: Katarakt, Horstorung, Nephropathie
Paris-Trousseau-Syndrom, Jacobsen-Syndrom: Je nach GroRe der Deletion
Entwicklungsverzogerungen, Herzfehlbildung, geistige Retardierung, Veranderungen
der Gesichtsmorphologie

TAR-Syndrom: Bilaterale Radiusaplasie, renalen und kardialen Fehlbildungen

Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS): Ekzeme, Kuhmilchallergie, Immundefekt

Verschiedene Datenbanken stehen zur Verfligung, bei denen Angaben zum Phanotyp bei komplexen

Erkrankungen

abgefragt werden koénnen: OMIM  (https://www.omim.org/), orphanet

(https://www.orpha.net/de).

¢ Welche diagnostischen Fragebégen (und Scores) sind zur Beurteilung der Blutungsneigung

bei Patienten mit Storungen der Thrombozytenfunktion am besten geeignet, und wann

sollte ihre Anwendung in der klinischen Praxis erfolgen?

Derzeit wird eine Vielzahl verschiedener Blutungsfragebdgen genutzt, um Blutungshaufigkeit und —

schwere systematisch zu erfassen. Der Vorteil dieser Werkzeuge besteht im Wesentlichen darin, in

klinischen Studien oder in der klinischen Praxis standardisiert und umfassend Blutungsereignisse zu

dokumentieren. Allerdings ist der diagnostische Wert fir die Untersuchung von Patientlnnen mit

Verdacht auf angeborene Gerinnungsstorung fir die meisten Fragebogen begrenzt [12]. Der

Blutungsscore der Internationalen Gesellschaft fir Thrombose und Hamostase, der ISTH-BAT Score,

wurde spezifisch fir die Diagnose primarer Hamostasestorungen entwickelt und in verschiedenen

Patientengruppen evaluiert [3, 13, 14]. Darliber hinaus wurde der Score bereits wiederholt bei
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padiatrischen Patientlnnen mit Storungen der primdren Hamostase validiert. Bei Kindern ist ein
pedISTH-BAT Score > 2, bei Mannern ein ISTH-BAT Score > 4, und bei Frauen > 6 als positiv zu bewerten
[15]. Der ISTH-BAT hat sich zum Screenen von erwachsenen Patientlnnen mit Verdacht auf schwere
Thrombozytenfunktionsstérung als sensitiv und zuverldssig gezeigt [16]. Bei péadiatrischen
Patientlnnen ist der ISTH-BAT nur bedingt geeignet, um Thrombozytenfunktionsstérungen zu
diagnostizieren oder auszuschlieRen. Da Kinder generell keine oder wenige Blutungsgelegenheiten,
wie operative Eingriffe oder Verletzungen erlebt haben, nehmen einzelne Blutungsereignisse einen
erheblichen Einfluss auf die kumulative Punktzahl. Das flihrt sowohl zu falsch positiven als auch falsch
negativen Befunden und ist damit insbesondere fiir die Diagnostik milder Storungen der Thrombozyten

bedingt oder nicht hilfreich [17].

Bei Madchen und Frauen mit Menorrhagien kann zusatzlich das Pictoral Blood Assessment Chart
(PBAC) herangezogen werden [18]. Der diagnostische Wert fir das Vorliegen einer

Thrombozytenerkrankung wurde bislang allerdings nicht evaluiert.

e Welche Medikamentenlisten, Genussmittel und anderes sollen abgefragt werden?

Thrombozytenfunktionshemmer (derzeitig verfligbar: Tabelle 1; in Phase 3 Zulassungsstudien: Tabelle
10 im Anhang der Langversion), aber auch zahlreiche andere Medikamente, Nahrungs- und
Genussmittel sowie Nahrungsergdnzungsstoffe (Tabelle 9 in der Langversion) beeinflussen in

unterschiedlichem AusmaR Thrombozyten [19-21].

Tabelle 1: Auswahl derzeitig verfiigbarer Thrombozytenfunktionshemmer (Anti platelet drugs) [21, 22].

Wirkstoff Angriffspunkt Zeit bis zur Erholung der
Thrombozytenfunktion
nach Absetzen

ACETYLSALICYL-SAURE (ASS) Cyclooxygenase-1 plus zusatzl. 5-7 Tage

Effekte wie die Bildung von
Lipoxinen

CLOPIDOGREL ADP-Rezeptor P2Y1;, 7 -10Tage

PRASUGREL ADP Rezeptor P2Y1; 7 -10 Tage

TICAGRELOR ADP Rezeptor P2Y1; 3-5Tage

CANGRELOR ADP-Rezeptor P2Y1, 30 - 60 min
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CILOSTAZOL PDEIII 12-16h
ILOPROST PGl, Analog -
EPTIFIBATID GPlIb/llla Antagonist 4-8 h
TIROFIBAN GPlIb/llla Antagonist 4-8 h

4.2. Laboruntersuchungen fiir Thrombozytenfunktionsstérungen

o Welche Laboruntersuchungen sollten bei Verdacht auf IPD durchgefiihrt werden?

Bei Verdacht auf eine Storung der Thrombozyten soll das Blutbild analysiert werden. Neben der
guantitativen Bestimmung der Blutzellen, einschlieRlich der Retikulozytenzahl, soll eine an den
meisten Analysegeraten verfliigbare ThrombozytengréBenverteilungskurve, die Bestimmung des
mittleren Thrombozytenvolumens (MPV) [23] und eine Quantifizierung der immaturen
Plattchenfraktion (IPF) durchgefiihrt werden [24]. Die IPF soll in Bezug auf das jeweilige MPV
interpretiert werden [25]. Die mikroskopische Beurteilung der Thrombozyten, Erythrozyten und

Leukozyten ist in der Lichtmikroskopie an gefarbten Blutausstrichen durchzufiihren.

e Welche Methoden zur Untersuchung von Thrombozytenfunktionen sind fiir die Diagnose

und Klassifizierung von IPDs am zuverlassigsten?

Fir die Diagnose und Klassifizierung von angeborenen Erkrankungen der Thrombozyten sind
Methoden wie die Thrombozytenaggregometrie (Kapitel 6 Aggregometrie), Durchflusszytometrie
(Kapitel 7 Durchflusszytometrie), Immunfluoreszenzmikroskopie (Kapitel 8
Immunfluoreszenzmikroskopie) und Molekulargenetik (Kapitel 10 Molekulargenetische Methoden),
besonders zuverlassig (Abbildung 2) [26]. Diese Techniken bieten umfassende Einblicke in die
verschiedenen Aspekte der Thrombozytenfunktion und -aktivierung und sind anerkanntermaRen fiir
die Identifizierung spezifischer Pathologien im Rahmen von angeborenen Stdérungen der

Thrombozyten geeignet.

Die Thrombozyten-abhdngige Thrombinbildung, umfasst Verfahren wie den ,Thrombin Generation
Assay” (TGA), und die ,,Calibrated Automated Thrombography“ (CAT): Kapitel 9.1. Die Thrombozyten-

abhidngige Thrombingenerierung basiert auf der fluorimetrischen Quantifizierung des Endogenen
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Thrombinpotenzials (ETP) im Plattchen-reichen Plasma und spiegelt die Gesamtmenge des gebildeten
Thrombins im zeitlichen Verlauf wider [27]. Angeborene Defekte der Phosphatidylserin -
Oberflachenprasentation (z.B. Scott Syndrom, OMIM #262890; Stormorken Syndrom, OMIM #185070)
oder andere Storungen, die die Bindung von Gerinnungsfaktoren an aktivierte Thrombozyten

betreffen, kdnnen durch diese Methode erkannt werden [28, 29].

Von den individuell eingesetzten und seltenen Methoden ist die Elektronenmikroskopie (ELMI) oder
die superauflosende Mikroskopiemethode (Super-resolution fluorescence microscopy) [30, 31], mit
der man intrazellulare Strukturen der Thrombozyten, einschlieflich der kleinen dichten Kérperchen
(dense bodies) und andere Molekiile, immunzytochemisch detektieren kann, grundsatzlich als
diagnostisches Verfahren anerkannt. Diese Methoden werden nur an sehr wenigen Zentren

durchgefihrt.

« Luminometrie
o Durchflusszytometrie
o Mepacrine-Assay
Granulasekretion * Immunfluoreszenzmikroskopie
{ \
) V) / Aggregometrie
Luminometrie
Durchflusszytometrie
y Immunfluoreszenz-
{' mikroskopie

— ) Thrombozyten- N\, _/ Fibrinogen-

Aktivierung T Rezeptor

Agonist-induzierte . Aktivierung

Thrombozytenaktivierung

» Durchflusszytometrie
« Aggregometrie f \ YV

{ | Externalisierung von negativ gelad
| Phospholipiden
ptorbesatz am ruhend \

Thrombozyten « Immunfluoreszenzmikroskopie
) s Thrombozyten-abh.
* Durchflusszytometrie Thrombingenerierung
« Durchflusszytometrie
(Annexin V)

Abbildung 2: Ubersicht von wichtigen Testmethoden zur Diagnose von Storungen der Thrombozyten-

Aktivierung. Die Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

e Welche Rolle spielen molekulargenetische Analysen bei der Diagnose von IPDs, und wie

sollten sie in die diagnostische Vorgehensweise integriert werden?

Molekulargenetische Analysen sind entscheidend fir Diagnosestellung und -sicherung, insbesondere
bei unklaren Fallen oder bei spezieller Verdachtsdiagnose. Sie sollen integraler Bestandteil der
Diagnostik sein, sind aber nur zusammen mit anderen Untersuchungen, die den Phanotyp der Blutung

oder die Funktion der Thrombozyten charakterisieren, klinisch aussagekraftig.
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e Welche diagnostischen Tests konnen mit versendeten Proben erfolgen?

Die meisten Blutbildanalysen, einschlieBlich Blutausstrichbeurteilung, die
Immunfluoreszenzmikroskopie an Blutausstrichen, und samtliche molekulargenetischen Tests konnen
an versendeten Probenmaterial durchgefiihrt werden. Hierfir ist das gesonderte Kapitel 5.3
Probentransport/-versand in der Langversion, bzw. spezifische Anforderungen an Probenhaltung und

-transport zu beachten.

e Welche Methoden sind zur Untersuchung von Storungen der Thrombozytenfunktion und

Diagnose und Klassifizierung von IPDs nur eingeschrankt geeignet?

Die Bestimmung der Verschlusszeiten mit dem PFA 100/200° (Innovance, Siemens) ist nur
eingeschrankt fir die Beurteilung der Thrombozytenfunktion geeignet [32-34]. Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung ist eine Thrombozytenzahl > 100.000/ul und ein Hamatokrit (Hkt) Gber 30 %. Verkirzte
Verschlusszeiten werden durch Hamolyse, Hkt > 50 % oder Thrombozyten > 500.000/ul verursacht. Die
Verschlusszeiten des PFA 100/200° sind bei schweren Stérungen der Thrombozytenfunktion, wie bei
der Thrombasthenie Glanzmann und beim Bernard-Soulier Syndrom sowie bei der von Willebrand
Erkrankung verlangert. Verlangerte Verschlusszeiten finden sich auch bei lkterus, Himolyse, Andmie
(Hkt < 35 %) und Thrombozytopenien. Dagegen ist bei einem Normalbefund das Vorliegen einer
Thrombozytenfunktionsstorung oder einer anderen hamorrhagischen Gerinnungsstérung nicht
ausgeschlossen. Zu beachten ist, dass der von Willebrand Faktor bei Neugeborenen, Schwangeren und
anderen Zustanden (Akutphasereaktion) erhoht ist. Bei Kindern mit rezidivierenden Infekten ist mit
einer groRen Variabilitdat der Verschlusszeiten zu rechnen. Ein pathologischer Befund bedarf immer

einer weiteren Abklarung.

e Welche Methoden sind zur Untersuchung von Stérungen der Thrombozytenfunktion und

Diagnose und Klassifizierung von IPDs nicht geeignet und sollten vermieden werden?
Die in vivo-Blutungszeit wird zur Beurteilung von Storungen der Thrombozyten nicht empfohlen.

Ungeeignete Methoden zur Diagnose von angeborenen Thrombozytenstdrungen sind der Rumpel-
Leede-Test, der Prothrombinverbrauchstest und der Thrombusretraktionstest. Wahrend die
Thrombelastographie (z.B. ROTEM") einen Stellenwert als Point-of-Care Methode zur Beurteilung der
Gerinnselbildung hat, ist sie zur Diagnose von angeborenen Stérungen der Thrombozytenfunktion
ungeeignet.

Das fiir das drug-monitoring entwickelte halbautomatische System VerifyNow® (Instrumentation
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Laboratory) und das Impact-R* (Matis Medical) sind fiir die Diagnose von angeborenen Stérungen der

Thrombozyten nicht geeignet.

Handlungsempfehlungen 1: Diagnosealgorithmus

nls > Zur Beurteilung der Blutungsneigung soll ein standardisierter Fragebogen

eingesetzt werden.
Konsensstarke: 96 %; Neu (2024)

> Bei Verdacht auf IPD soll zunéchst ein Blutbild mit Differentialblutbild,
einschlieB8lich ThrombozytengroRenverteilung, mittleres Thrombozytenvolumen
(MPV) und soweit verfiigbar Quantifizierung der immaturen Plattchenfraktion
(IPF), durchgefiihrt werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Eine mikroskopisch-morphologische Zellbeurteilung an routinemiBig gefarbten
Blutausstrichen soll durchgefiihrt werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Bei wiederholter, klinisch relevanter, nicht anderweitig erklarbarer
Blutungsneigung soll eine erweiterte Gerinnungsdiagnostik, einschlief8lich der
hier angefiihrten Thrombozytentests, durchgefiihrt werden.
Konsensstarke: 91 %; Neu (2024)

1) > Der pedISTH-BAT (fur Kinder) oder ISTH-BAT (fiir Erwachsene) sollte verwendet

werden.
Konsensstarke: 86 %; Neu (2024)

> Ein negativer Blutungs-Score in standardisierten Frageboégen schlief3t eine
leichte/moderate hiamorrhagische Gerinnungsstorung nicht aus. Daher sollten
bei entsprechendem Verdacht weitere Untersuchungen, zu denen auch eine
thrombozytire Diagnostik zdhlt, erwogen werden.
Konsensstarke: 95 %; Neu (2024)

> Bei Patientlnnen mit Stérungen der Thrombozytenzahl und -funktion sollten
mogliche komplexe (,,syndromale”) Erkrankungen in Betracht gezogen werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Fiir die Diagnose und Klassifizierung angeborener Stérungen der Thrombozyten
sollten Methoden wie die Aggregometrie, Luminometrie, Durchflusszytometrie,
Immunfluoreszenzmikroskopie, Thrombozyten-abhdngige Thrombingenerierung
erganzt durch Molekulargenetik verwendet werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

» Molekulargenetische Analysen sollten in begriindeten Verdachtsfillen und zur
Bestatigung einer Diagnose durchgefiihrt werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

U > Die in vitro Blutungszeit wie der PFA 100/200°, die in vivo-Blutungszeit, der
Rumpel-Leede-Test, der Prothrombinverbrauchstest, der
Thrombusretraktionstest, viskoelastische Testverfahren sowie das VerifyNow®
und das Impact-R® sollten fiir die Diagnose von IPDs nicht eingesetzt werden.
Konsensstarke: 91 %; Neu (2024)
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5. Praanalytik

Handlungsempfehlungen 2: Praanalytik

i) » Medikamente und Nahrungs(ergdanzungs)mittel, die die Thrombozytenfunktion
beeintrachtigen, sollen, soweit medizinisch vertretbar, rechtzeitig vor der
Thrombozytenfunktionsanalytik abgesetzt bzw. pausiert werden.
Konsensstarke: 95 %; Neu (2024)

> Bei der Blutabnahme fiir die Thrombozytenfunktionsanalytik sollen
Schaumbildung und zu schnelles Abziehen vermieden werden.

Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Blutproben sollen bei Raumtemperatur ohne Schiitteln und mechanischen Stress
transportiert werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

» Der Versand von Blutproben fiir die durchflusszytometrische Analyse soll nur
eingeschrankt, nach Absprache mit dem analysierenden Labor, erfolgen.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Die aggregometrische Analyse einer Blutprobe soll vier Stunden nach
Blutabnahme abgeschlossen sein.

Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

Uy > Die Blutabnahme fiir die Thrombozytenfunktionsdiagnostik soll nicht direkt nach
Venenpunktion erfolgen.

Konsensstarke: 90 %; Neu (2024)

> Unter- und uberfillte Blutabnahmeréhrchen mit Citrat als Antikoagulans sollen
nicht weiterverarbeitet werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

1) > Fiir durchflusszytometrische Untersuchungen sollte zur Qualitdtskontrolle eine
gleichbehandelte Gesundspenderprobe mitversendet und mituntersucht
werden.

Konsensstarke: 90 %; Neu (2024)

6. Aggregometrie
Die Aggregometrie ist die Standarduntersuchung der Thrombozytenfunktion, die mit Hilfe
verschiedener Agonisten im antikoagulierten Vollblut und spezifisch im plattchenreichen Plasma

(,,platelet-rich plasma“; PRP) erfolgt.

6.1. Lichttransmissionsaggregometrie (LTA)
Seit der ersten Beschreibung der Thrombozytenaggregationstestung hat sich die
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach Born kaum verandert und wird noch heute als

Referenzmethode durchgefiihrt [35-38].

1. Prinzip
e Kontinuierliche Registrierung der im Verlauf der Aggregation sich dndernden Transmission

langwelligen Lichts.
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e In einem in Bewegung gehaltenen plattchenreichen Citratplasma oder in einer Suspension
gewaschener Thrombozyten kommt es nach Zusatz von Agonisten zur Aggregation.
e Zunehmende Aggregation fiihrt zum Auftreten von Aggregaten und damit zur Zunahme der
Lichttransmission, welche fortlaufend photometrisch registriert und in Kurvenform aufgezeichnet

wird.

2. Methodik und Anwendbarkeit
Die Verwendung eines Panels von mindestens drei bis vier verschiedenen Agonisten, wie ADP,
Kollagen, Arachidonsdure, Epinephrin, PAR-1 Agonist und Ristocetin tragen zu einer umfassenden

Bewertung einer angeborenen Thrombozytenstérung bei.

Adenosindiphosphat (ADP)

¢ Defekt des P2Y12-Rezeptors inklusive Gi-like Defekt

* Thrombasthenie Glanzmann und Glanzmann-dhnliche Defekte (LAD-Ill, CalDAG-
GEFI)

¢ d-storage pool disease (SPD)

e Thromboxan-Synthase Defekt

¢ COX-1-Mangel

¢ Mangel an zytosolischer Phospholipase A2

¢ Thromboxan-Rezeptor-Defekt

Arachidonsdure
e Thromboxan-Synthase Defekt
¢ COX-1-Mangel
e Thromboxan-Rezeptor-Defekt
¢ Thrombasthenie Glanzmann und Glanzmann-dhnliche Defekte (LAD-Ill, CalDAG-
GEFI)
¢ 5-SPD
® P2Y12-Rezeptordefekt

Kollagen
¢ Defekt des GPVI-Rezeptors (niedrige Konzentration)

e Thrombasthenie Glanzmann und Glanzmann-dhnliche Defekte (LAD-Ill, CalDAG-
GEFI)
* P2Y12-Rezeptordefekt
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¢ 3-SPD (niedrige-mittlere Konzentration)

e Thromboxan-Synthase Defekt

¢ COX-1-Mangel

e Mangel an zytosolischer Phospholipase A2

e Thromboxan-Rezeptor-Defekt

Epinephrin
e a2-adrenerger Rezeptordefekt inklusive Gi-like Defekt
¢ Thrombasthenie Glanzmann und Glanzmann-dhnliche Defekte (LAD-Ill, CalDAG-
GEFI)
¢ 5-SPD
® P2Y12-Rezeptordefekt
e Thromboxan-Synthase Defekt
* COX-1-Mangel
¢ Mangel an zytosolischer Phospholipase A2
¢ Thromboxan-Rezeptor-Defekt

* Québec-Thrombozytenstorung (QPD)

Ristocetin
¢ Bernard-Soulier Syndrom
¢ Von-Willebrand Erkrankung (VWD) vom Thrombozytentyp (Platelet-type VWD) und

vom Typ 2B

Differentialdiagnostisch erkennt man eine Thrombasthenie Glanzmann und Glanzmann-éhnliche
Defekte durch die gestorte Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten induziert durch physiologische
Agonisten mit der Ausnahme von Ristocetin. Demgegeniiber zeigen Thrombozyten von Patientlnnen
mit Bernard-Soulier Syndrom typischerweise eine gestorte Ristocetin-induzierte Thrombozyten-

Agglutination aber eine unauffallige Aggregation auf alle anderen Agonisten.

Bei dem Platelet-type VWD zeigen unterschwellige Ristocetin-Konzentrationen eine erhdhte max.
Aggregation im Vergleich zu Normalprobanden. Da dieses Muster ebenfalls bei der VWD vom Typ2B
zu beobachten ist, kann differentialdiagnostisch ein Plasmatauschversuch durchgefiihrt werden, um
zu entscheiden, ob der VWF im Plasma (VWD 2B) oder der VWF-Rezeptor GPIb auf den Thrombozyten

pathologisch liberreagiert (Platelet-type VWD).
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Die LTA eignet sich nur bedingt zur Detektion eines a- oder &-SPD, da sie nicht spezifisch und nur
indirekt diese Defekte erkennen kann. Besonders bei Patienten mit 8-SPD ist die LTA nur sensitiv, wenn
man auch niedrige-mittlere Konzentrationen der Agonisten ADP und Kollagen testet, da hohe

Konzentrationen den Defekt verdecken kénnen.

Bei allen genannten Thrombozytopathien sollten entsprechende durchflusszytometrische
Untersuchungen zur Bestatigung und Spezifizierung der Erkrankung durchgefiihrt werden (siehe
Kapitel 7 Durchflusszytometrie). Bei strukturellen Defekten der Thrombozyten, wie z. B. quantitativer

Rezeptordefekt, SPD, sollte auch eine Immunfluoreszenzmikroskopie zur Bestatigung durchgefiihrt

werden.

Limitierung: Thrombozytopenie: niedrige Thrombozytenzahlen sind haufig an das
Vorliegen von vergroRerten Thrombozyten assoziiert. Diese setzen sich bei der
Gewinnung von PRP zusatzlich mit den Erythrozyten unten ab und fihren zur
fehlenden Anreicherung im PRP.

StorgroRen: Hyperbilirubindmie, Hyperlipiddmie, Himolyse

6.2. Impedanzaggregometrie (IA) im Vollblut — Whole Blood Aggregometry (WBA)
Die Impedanzaggregometrie (lA) ist eine schwierig zu standardisierende Variante der Aggregometrie
bei der eine mit Citrat- oder Hirudin-antikoagulierte Vollblutprobe analysiert wird. Die
Vollblutagggregometrie ist technisch einfach, denn der Agonist wird direkt zur Probe hinzugefiigt und
der einsetzende Impedanzanstieg aufgezeichnet. Diese Methode findet vorwiegend Verwendung als
point-of-care in semi-automatischen Gerdten [39]. Untersuchungen im Vollblut sind deutlich
insensitiver als die LTA im PRP. Daher ist die |A zum sicheren Ausschluss einer

Thrombozytenfunktionsstorung nicht geeignet [40, 41].

1. Prinzip

e Eine Halterung mit zwei Elektroden wird in die mit einem Rihrstabchen versehene, auf 37°C
erwdrmte Probe eingetaucht.

e Mit Zugabe eines Agonisten kommt es zu einer Impedanzerhéhung infolge der Anlagerung von
aggregierten Thrombozyten an die Elektroden, welche als zeitliche Funktion der

Impedanzzunahme aufgezeichnet wird.
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2. Methodik

Agonisten (Chronolog Aggregometer®)

e Gleiches Prinzip wie bei LTA.

Agonisten (Multiplate®)

Fir das Multiplate® werden vom Geratehersteller folgende Tests angeboten (Online

Produktinformation von ROCHE, Stand 10.07.2024):

Test

TRAP-Test

ASPI-Test

ADP-Test

ADP-Test HS

GPlIb/Illa-

Antagonist-Reagenz

Beschreibung

Abklarung der Thrombozytenstimulation Gber den Thrombinrezeptor
(unter Verwendung des Thrombinrezeptor aktivierenden Peptids-6,

TRAP-6); sensitiv auf GP-IIb/llla-Antagonist-Reagenz.

Abklarung der Cyclooxygenase-abhangigen Plattchenaggregation
(unter Zugabe von Arachidonsdure); sensitiv auf ASS, NSAIDs und

andere Inhibitoren der Plattchen-Cyclooxygenase.

ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung flr den sensitiven Nachweis
der Wirksamkeit von Clopidogrel, Prasugrel und anderen ADP-

Rezeptorantagonisten.

Prostaglandin E1 Reagenz - Zusatzreagenz zum ADP-Test.
Die Zugabe des endogenen Inhibitors PGE1 erhoht die Sensitivitat
dieses Tests gegeniliber Clopidogrel, Prasugrel und anderen ADP-

Rezeptorantagonisten.

Inhibitor des thrombozytdaren GP-lIb/llla-Antagonist-Reagenz. Die
Zugabe von GP-llb/llla-Antagonist-Reagenz zur Blutprobe fiihrt zu

einer stark verminderten Aggregation im TRAPtest.

6.3. Luminometrische Bestimmung der ATP-Freisetzung

Mit dieser durch Lundin et al. erstmals vorgestellten Methode wird die thrombozytare ATP-Freisetzung

gemessen, wodurch Sekretionsdefekte der &-Granula (Storage-Pool-Defekt) identifiziert werden

kénnen [42, 43].
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1. Prinzip
e Citrat-antikoaguliertem Vollblut oder PRP wird das Luciferin-Luciferase-Reagenz (LLR) zugefiigt,
welches in Gegenwart von ATP luminesziert.
e Die bei der ATP-Freisetzung entstehende Lumineszenz wird photometrisch von einem

Photomultiplier erfasst.

6.4. Automatisierte Lichttransmissionaggregometrie
Mittlerweile werden von gréBeren Diagnostika-Herstellern Messsysteme angeboten, welche die
Pipettierschritte (PRP und PPP-Transfer, Verdiinnung und Zugabe der unterschiedlichen Induktoren)
alleinstehend oder in Gerinnungsanalysatoren integriert anbieten, wobei sich die automatisierten

Prozesse geratespezifisch unterscheiden.

Handlungsempfehlungen 3: Aggregometrie

Nl > Die Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) soll zur Diagnose von IPDs verwendet

werden.
Konsensstarke: 90 %; Neu (2024)

> Beider LTA soll neben der max. Aggregation (%) auch der Kurvenverlauf (lag-time,
Aggregationsgeschwindigkeit, Desaggregation) bewertet werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Pathologische Aggregometrie-Befunde soll in einer separaten Folgeuntersuchung
validiert werden.
Konsensstarke: 94 %; Neu (2024)

1) > Die Luminometrie sollte bei Verdacht auf eine Storage-Pool-Erkrankung (6-

Granula) verwendet werden.
Konsensstarke: 84 %; Neu (2024)

> Die LTA sollte mit mindestens drei Thrombozyten-Aktivatoren und Ristocetin
durchgefiihrt werden.
Konsensstarke: 76 %; Neu (2024)

> Die Praanalytik-Protokolle sollten schriftlich festgelegt sein und folgende Punkte
umfassen: Zeitpunkt der Blutabnahme, Dauer und Art des Probentransports,
maximale Zeit zwischen Abnahme und Zentrifugation, Ruhezeit zwischen
Zentrifugation und Messung.
Konsensstarke: 75 %; Neu (2024)

> Die LTA sollte der Impedanzaggregometrie im Vollblut (WBA) gegeniiber
bevorzugt werden.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

7. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist insbesondere in der immunologischen Zelldiagnostik etabliert, sie eignet

sich aber auch fiir die Immunphéanotypisierung und Funktionsanalyse von Thrombozyten [13, 44].
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Insbesondere Erkrankungen der Thrombozyten, die mit dem Verlust eines oder mehrerer
Oberflachenrezeptoren einhergehen (z. B. Thrombasthenie Glanzmann, Bernard-Soulier Syndrom)
kénnen mit Hilfe der Durchflusszytometrie diagnostiziert werden. Weiterhin lassen sich Storage-Pool-
Erkrankungen, d.h. a- / &6- Granuladefekte, durchflusszytometrisch identifizeren [13, 44, 45]. Die
besonderen methodischen Vorteile liegen in der geringen benétigten Blutmenge, Durchfiihrbarkeit
auch bei ausgepragter Thrombozytopenie und Detektion von spezifischen Funktionsdefekten der
Thrombozyten [46, 47]. Allein und in Kombination mit der LTA stellt die Durchflusszytometrie eine
stark diskriminative Methode zur Detektion von angeborenen Thrombozytenfunktionsstérungen dar

[48-50].

1. Prinzip

Die Durchflusszytometrie erlaubt es die GroRe und Granularitdt von Thrombozyten aufgrund ihrer
lichtstreuenden Eigenschaften zu bestimmen. Darliber hinaus kdnnen konstitutiv exprimierte
Oberflachenrezeptoren durch spezifische Farbstoff-gekoppelte monoklonale Antikdrper markiert und
deren Expression gemessen werden. Aussagen Uber die Reaktivitdt von Thrombozyten lassen sich
durch funktionelle Analysen machen, die nach standardisierter Aktivierung erfolgen. Dabei werden
unter anderem auch intrinsische Granulainhaltsstoffe und -membranmarker (z.B. CD62P, CD63)
quantifiziert. Technisch ist die Durchflusszytometrie eine Einzellzellanalyse, die daher auch die Analyse
von thrombozytopenen Proben und die Auswertung verschiedener Thrombozytensubpopulationen

(wie z.B. sog. prokoagulative Thrombozyten) erlaubt.

2. Methodik und Anwendbarkeit

Antikérper
Empfohlen werden Antikérper gegen folgende Oberfléichenrezeptor-Antigene [45, 51]:

CDh41a Fibrinogenrezeptor (GPllb/llla) - gesamter Komplex (stochiometrisch, z.B. Klon P2)
CD41b Fibrinogenrezeptor (GPIIb)
CD61 Fibrinogenrezeptor, Integrin beta3 (GPllla)

CD42a/b/c von Willebrand Faktor Rezeptor (GPIX/lba/IbB)
GPVI Kollagenrezeptor

CD49b/CD29 Kollagenrezeptor (GPla/lla)
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Eine fehlende oder verminderte Expression von Oberflaichenrezeptoren bei der Thrombasthenie
Glanzmann (CD41/CD61), des Bernard-Soulier-Syndroms (CD42a-c) und beim Kollagen-
Rezeptormangel (GPVI; CD49b/CD29) wird durch die Durchflusszytometrie zuverlassig detektiert [52].

Cb42d gesheddetes Glykoprotein V. hemmt einige, insb CD42b/ GPlb alpha abhangige

Thrombozytenfunktionen.

Glanzmann-Diagnostik *: Thrombozyten-Konzentration normal, GréRe (Forward Scatter) normal.

CD41 heavy and light chain, CD61: vermindert

CD42a/b/c/d: normal

Aktivierungsmarker PAC-1 (als Alternative FITC-/Al488-markiertes Fibrinogen statt PAC-1): vermindert
Glanzmann- Typ I: CD41a < 10 % (Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa homozygot verdandert)

Glanzmann- Typ Il: CD41a >10 %

Bernard-Soulier-Diagnostik: Thrombozyten-Zahl: vermindert, GréBe (Forward Scatter): erhoht

CD42a (GPIX): vermindert

CD42b (GPlba): vermindert

CD42c (GPIbPB): vermindert. Es kdnnen selektiv einzelne Komponenten oder mehrere Untereinheiten
durch stochiometrische Bindungseffekte reduziert sein.

CD42d (GPV); Veranderungen sind bislang noch nicht im Zusammenhang mit dem Bernard-Soulier-

Syndrom beschrieben.

Empfohlen werden folgende Antikérper gegen aktivierungsabhdéngig exprimierte Antigene [45, 46, 53]:

Messung nach Stimulation der Thrombozyten mit ADP, GPVI-Agonist (CRP-XL oder Convulxin, kein
fibrilléres Kollagen wie bei der LTA verwenden), TRAP-6 (Thrombin-Rezeptor-Aktivator-Peptid; Sequenz:
SFLLRN)

! Vereinfachte Klassifizierung in Typ | und Typ Il
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CD62P P-Selectin (a-Granula)

CD63 GP-53 (erkennt sowohl lysosomale als auch 6-Granula)
CD107a/b LAMP-1/2 (lysosomale Granula)

PAC-1 aktivierter GPlIb/Illa Komplex-Fibrinogenrezeptor (Inside-out-

signaling) gemessen durch den spezifischen IgM-Antikorper PAC-1

Fibrinogen-FITC/-Al488 indirekter Marker  fir aktivierter GPIIb/llla Komplex-

Fibrinogenrezeptor (Inside-out-signaling)
Mepacrine-Assay

Zur isolierten Untersuchung der 6-Granula eignet sich der Mepacrine-Assay [54, 55]. Mepacrine ist ein
fluoreszierendes Antibiotikum, das spezifisch in den 6-Granula der Thrombozyten eingelagert wird.
Nach Stimulation der Thrombozyten mit Agonisten und der Freisetzung aus den 6-Granula nimmt auch
die intrazellulare Konzentration von Mepacrine wieder ab. Diese Abnahme kann
durchflusszytometrisch (im FITC-Kanal) gemessen werden und ist somit ein Surrogat-Marker fiir die &6-
Granula. Viele Laboratorien verwenden Endpunkt-Messungen (unbeladen, beladen-unstimuliert, nach
Zugabe des Agonisten); es sind aber auch kinetische Messungen maoglich. Der Mepacrine-Assay ist
dardber hinaus ein duRerst robuster Test und die einzige funktionelle Analyse, die auch noch 24

Stunden nach Blutentnahme und Versand erfolgen kann (siehe Kapitel 5 Prdanalytik der Langversion).
Agonisten fiir aktivierungsabhéngige Marker

Der Einsatz verschiedener Agonisten ermoglicht es, unterschiedliche Rezeptoren- bzw. deren
Signalkaskade  zu  untersuchen. Die Verwendung unterschiedlicher  (sub)optimaler
Agonistenkonzentrationen erlaubt es auRerdem, einen Schwellenwert der Thrombozytenreaktivitat,
insbesondere durch Dosiseskalation zu bestimmen. Collagen-related peptide (CRP-X.) und Convulxin
werden zunehmend als Kollagenrezeptor GPVI-Agonist verwendet, wobei hier eine Qualitatssicherung
erforderlich ist, da die Potenz des Agonisten stark Chargen-abhéngig ist. Die gleichzeitige Stimulation
von Thrombozyten durch eine optimale Dosis ADP und U46619 sollte zu einer maximalen Aktivierung

fihren und dient somit als Positivkontrolle.

Thrombin-Rezeptor-Aktivator-Peptid-6 (TRAP-6): Thrombinrezeptor-Stimulierbarkeit (suboptimale
und optimale Dosis zur Beurteilung einer Voraktivierung), Formulierungsabhangige Titrierung wichtig!

Vollblut: 10 - 100 uM
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Adenosin-di-phosphat (ADP): ADP-Rezeptor-Stimulierbarkeit (suboptimale und optimale Dosis zur

Beurteilung einer Voraktivierung): Vollblut: 2 - 10 uM

Crosslinked collagen-related peptide (CRP-XL); Convulxin: Kollagenrezeptor GPVI-Agonist, Chargen-

abhangige Titrierung wichtig! Siehe unten angefiigtes Beispielprotokoll.

U46619: Thromboxan-A2-Rezeptor-Agonist: Vollblut: 2 uM

Rezeptordefekte des Thrombozyten:

Die Durchflusszytometrie ist eine sensitive Methode zur Detektion von selbst niedrig exprimierten
Oberflachenrezeptoren. Sie eignet sich beispielsweise einerseits zur Detektion von hoch-abundanten
funktionellen Thrombozytenrezeptoren (CD41a/CD61; CD42a-d; GPVI) bzw. zum Nachweis
fehlender/reduzierter Expression von diesen. Andererseits ldsst sich mittels Durchflusszytometrie die
Expression des schwach exprimierten Stammzellsurrogatmarkers CD34 auf Thrombozyten
untersuchen, dessen erhdohte Expression auf Defekte in megakaryozytdaren Transkriptionsfaktoren

hinweist (z.B. GFI1b).

Storage-Pool-Erkrankungen [53]:

Storage-Pool-Erkrankungen sind in der Diagnostik komplex. Quantitative Storage-Pool-Defekte der a-
Granula werden durch die Detektion von CD62P auf der Thrombozytenoberflache nach Aktivierung mit
starken Agonisten des Kollagenrezeptors GPVI (CRP-XL oder Convulxin) und des Thrombinrezeptors
PAR-1 (TRAP-6) untersucht. Analog werden &-Storage-Pool-Defekte durch die Oberflachenexpression
von CD63 (CAVE: auch Membranmarker fiir Lysosomen) und der Freisetzung von Mepacrine (Endpunkt
oder kinetisch) detektiert. Die Mepacrine-Beladung von unstimulierten Thrombozyten gibt in
Kombination mit der CD63-Expression Hinweise auf quantitative oder qualitative Defekte der 6-
Granula. Zur Abgrenzung von Defekten der &-Granula und Lysosomen kénnen Fluorochrom-
gekoppelte Antikorper gegen LAMP-1 und LAMP-2 eingesetzt werden. Die Goldstandardtests fiir &-
Storage-Pool-Defekte stellen die Luminoaggregometrie (siehe Kapitel 6.3 Luminometrische
Bestimmung der ATP-Freisetzung) und die ,, Whole mount” Transmissionselektronen-Mikroskopie dar.
Obwohl der Mepacrine-Assay zur Unterscheidung von 8-Granula Beladungs- bzw. Entladungs- (oder
kombinierten) Defekten als sensitiver Test flir eine 6-Storage-Pool-Erkrankung teilweise kontrovers
diskutiert wird [53, 56], ist dieser Test in dieser Leitlinie eindeutig empfohlen [57]. Er zeigt einen hohen
negativen pradiktiven Wert zum Ausschluss einer 6-SPD [54] und spielt bei thrombozytopenen
Patientlnnen eine wichtige Rolle, bei denen eine Luminometrie nicht durchgefiihrt werden kann. Bei
Patientlnnen mit Verdacht auf einen angeborenen &-SPD sollten Mehrfachtestungen durchgefiihrt

werden, da dieser Defekt auch erworben sein kann.
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Defekte des prokoagulanten Zustands des Thrombozyten:

Angeborene Thrombozyten-Erkrankungen des Ca?*-abhingigen prokoagulanten Zustands (wichtig fir
die Thrombozyten-abhangige Amplifizierung der Thrombingenerierung und Gerinnung) kénnen durch
die Markierung von negativ-geladenen Phospholipiden (z.B. Phosphatidylserin) auf der
Thrombozytenoberflaiche im Puffer-verdiinnten PRP mit Fluorochrom-markiertem Annexin-V
detektiert werden. Beim Scott-Syndrom z. B. erhdlt man eine verminderte Annexin-V-Markierung nach
Stimulierung mit starken Agonisten wie TRAP-6, GPVI-Agonisten oder in Kombination. Beim
Stormorken-Syndrom beobachtet man basal schon eine verstarkte Annexin-V- und CD62P-Markierung.
Ergdnzende Analysen der Thrombozyten-abhdngigen Thrombingenerierung (siehe Kapitel 9.1
Thrombozyten-abhdngige Thrombingenerierung) dienen zur Validierung dieser Defekte. Da auch
apoptotische Thrombozyten vermehrt Annexin-V binden, sollte zur Abgrenzung von z. B. erworbenen
Stérungen mit apoptotischen Thrombozyten zusatzlich eine Markierung von CD62P in Kombination mit
einem thrombozytenspezifischen Marker (z.B. CD42a, CD41) erfolgen. Prokoagulante Thrombozyten
erscheinen fur alle drei Marker positiv. Apoptotische Thrombozyten erscheinen flir Annexin-V und fir

den Thrombozytenmarker positiv aber negativ fir CD62P [58].

Handlungsempfehlungen 4: Immunfluoreszenzmikroskopie

Lnl¥ > Das Anfertigen von Blutausstrichen soll nur aus frischem EDTA-Blut (bei
Raumtemperatur) erfolgen.

Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)

> Bei Durchfiihrung der Farbung soll immer eine Kontrolle im Labor mitgefiihrt
werden.

Konsensstarke: 82 %; Neu (2024)

1) » Die Immunfluoreszenzmikroskopie sollte bei Verdacht auf MYH9-Defekte und
Zytoskelettdefekte (R-Tubulin/a-Tubulin und Filamin Defekte) verwendet
werden.

Konsensstarke: 79 %; Neu (2024)

» Die Immunfluoreszenzmikroskopie sollte in Ergdnzung oder alternativ zur
Durchflusszytometrie bei Verdacht auf Bernard-Soulier Syndrom,
Thrombasthenie Glanzmann und Gray-Platelet Syndrom verwendet werden.
Konsensstarke: 87 %; Neu (2024)

U > Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine erginzende Methode, sie sollte nicht
als alleiniger diagnostischer Test eingesetzt werden.

Konsensstarke: 91 %; Neu (2024)

> Bei Verdacht auf Granuladefekte sollte die Immunfluoreszenzmikroskopie bei
Kindern <1 Jahr wegen eingeschrinkter Beurteilbarkeit (noch nicht vollstandig
ausgebildete Granula) nicht durchgefiihrt werden.

Konsensstarke: 95 %; Neu (2024)
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8. Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie (in Verbindung mit der Lichtmikroskopie) ist flr die Diagnose
einiger wichtiger angeborener Stérungen der Thrombozyten an wenigen Zentren etabliert. Die
Methode beruht auf dem Nachweis der charakteristischen Fehlverteilung von Granulainhaltsstoffen,

Rezeptorproteinen und Bestandteilen des Zytoskeletts im Blutausstrich [59-61].

1. Anwendbarkeit

e Thrombozyten-Rezeptoren

e  GPIb/IX (Bernard-Soulier Syndrom)

e GPlIb/llla (Thrombasthenie Glanzmann)

e Zytoskelettproteine

e Nicht-muskuladres Myosin lla (z.B. MYH9-Makrothrombozytopenien)

e Filamin A (z.B. Filamin assoziierte Makrothrombozytopenie)

e [R1-Tubulin (z.B. B1-Tubulin assoziierte Makrothrombozytopenie)

e Actinin

e Granulainhaltsstoffe

e a-Granula Strukturen (von Willebrand Faktor, Thrombospondin, P-Selektin) (z.B. Gray-Platelet
Syndrom)

e §-Granula Strukturen (LAMP-1, LAMP-2, CD63) (Delta-Storage-Pool Defekte)

e (D34 (GFI1B-assoziierte Thrombozytopenie)
2. Wertigkeit

Die Methode eignet sich insbesondere zur Diagnose der Gruppe der MYH9-Defekte, Bernard-Soulier

Syndrom, Thrombasthenie Glanzmann und Gray-Platelet Syndrom.

Handlungsempfehlungen 5: Immunfluoreszenzmikroskopie

1ul > Das Anfertigen von Blutausstrichen soll nur aus frischem EDTA-Blut (bei
Raumtemperatur) erfolgen.
Konsensstarke: 100 %; Neu (2024)
> Bei Durchfiihrung der Farbung soll immer eine Kontrolle im Labor mitgefiihrt
werden.
Konsensstarke: 82 %; Neu (2024)

1) » Die Immunfluoreszenzmikroskopie sollte bei Verdacht auf MYH9-Defekte und
Zytoskelettdefekte (B-Tubulin/a-Tubulin und Filamin Defekte) verwendet
werden.

Konsensstarke: 79 %; Neu (2024)
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» Die Immunfluoreszenzmikroskopie sollte in Ergdnzung oder alternativ zur
Durchflusszytometrie bei Verdacht auf Bernard-Soulier Syndrom,
Thrombasthenie Glanzmann und Gray-Platelet Syndrom verwendet werden.
Konsensstarke: 87 %; Neu (2024)

> Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine erginzende Methode, sie sollte nicht
als alleiniger diagnostischer Test eingesetzt werden.

Konsensstarke: 91 %; Neu (2024)

> Bei Verdacht auf Granuladefekte sollte die Inmunfluoreszenzmikroskopie bei
Kindern <1 Jahr wegen eingeschrankter Beurteilbarkeit (noch nicht vollstandig
ausgebildete Granula) nicht durchgefiihrt werden.

Konsensstarke: 95 %; Neu (2024)

9. Spezialisierte Analysen zur Thrombozytenfunktionsdiagnostik

9.1. Thrombozyten-abhdngige Thrombingenerierung
Pathologische Veranderungen in der Thrombozyten-basierten Gerinnungskapazitdit werden
funktionell durch semi-automatisierte Thrombingenerierungstests im plattchenreichen Plasma bzw.
im Kontroll-Plasma mit gewaschenen oder gel-filtrierten Patienten-Thrombozyten detektiert [29, 62,
63]. Angeborene Defekte der Phosphatidylserin-Oberflaichenprasentation (z.B. Scott Syndrom, OMIM
# 262890; Stormorken Syndrom, OMIM #185070) oder andere Stérungen, die die Bindung von
Gerinnungsfaktoren an aktivierte Thrombozyten betreffen, kdnnen durch diese Methode in Erganzung
mit durchflusszytometrischen Analysen zum prokoagulanten Zustand der Thrombozyten (,,COATed

platelets”) diagnostiziert werden [64] (siehe Kapitel 7 Durchflusszytometrie).

1. Prinzip

Die Thrombozyten-abhangige Thrombinbildung (,Thrombin Generation Assay” [TGA], ,Calibrated
Automated Thrombography” [CAT]) basiert auf der fluorimetrischen Quantifizierung des gebildeten
Thrombins im zeitlichen Verlauf im rekalzifizierten plattchenreichen Plasma. Unter diesen
Bedingungen wird die Thrombin-Bildung durch die Expression von Phosphatidylserin auf der
Thrombozytenoberflache unterstiitzt [27]. Letztere kann durch , Tissue-Faktor” (TF) bzw. durch eine
starke Aktivierung (z.B. mittels Ko-Stimulation mit Kollagen und Thrombin) der Thrombozyten erreicht
werden [65]. Eine TF- und FXll-unabhadngige Thrombinbildung auf Thrombozyten kann durch deren
Aktivierung im plattchenreichen Plasma mittels Stimulierung des Kollagen-Rezeptors GPVI und
Hemmung des FXII-Weges durch Corn-Trypsin-Inhibitor (CTl) induziert werden. Dazu eignen sich die
direkten GPVI Agonisten Convulxin [66] und , crosslinked collagen-related peptide” (CRP-XL) [67]. Das
am haufigsten verwendete Kollagen, Horm-Collagen, aktiviert die Thrombozyten zuséatzlich Gber CD36

[68].
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Die interindividuelle Varianz der Ergebnisse der Thrombinbildungsmessung ist ohne TF grofSer, als mit
TF, da interindividuelle Variationen der Thrombozyten hierbei physiologisch bedingt starker einflieBen.
Die Exposition von Phosphatidylserin auf den Thrombozyten ist eine notwendige Voraussetzung fir
die Thrombinbildung, aber nicht hinreichend. So spielen Thrombozyten-abhingige Parameter, wie
GPIb [69], Proteindisulfid-lsomerase (PDI) [29, 70], Freisetzung von Polyphosphat aus den &-Granula
[71], CD36 [72], die Fahigkeit ,,COATed” Thrombozyten zu bilden [64, 73] und vermutlich noch weitere
bisher unbekannte Variablen eine grof3e Rolle.

Die Thrombozyten-abhangige Thrombinbildung, ausgel6st durch Kontakt mit Kollagen, ist fir die
Aufgabe der Thrombozyten als Wachter des Endothels zu fungieren und bei Infektionen oder sterilen
Entziindungen entstandene Liicken zwischen Endothelzellen zu schlieen, welche durch
Leukozyteneinwanderung hervorgerufen wurden, und damit kleine, aber stetige Blutungen zu

schlief’en, von besonderer Bedeutung [74, 75].

10. Molekulargenetische Methoden

Die molekulargenetische Untersuchung bei angeborenen Erkrankungen der Thrombozyten kann bei
eindeutiger Verdachtsdiagnose (wie z.B. bei V.a. Thrombasthenie Glanzmann oder Bernard-Soulier-
Syndrom) unmittelbar durchgefiihrt werden. Wenn dies nicht der Fall ist, sollte zunachst eine technisch

unabhangige, labordiagnostische Analyse erfolgen.

Zur weiteren Abklarung kann die molekulargenetische Diagnostik bei Nachweis einer oder mehrerer
krankheitsverursachender Varianten die Verdachtsdiagnose einer angeborenen Stoérung der
Thrombozyten sichern und leistet somit einen wichtigen Beitrag zur Diagnose. Zudem kénnen
Familienmitglieder im Rahmen einer vorhersagenden (pradiktiven) Analyse, durch den Nachweis oder
den Ausschluss der familienspezifischen Variante(n), ihren Anlagetragerstatus bestimmen lassen

(Heterozygotendiagnostik).

1. Methoden der Gendiagnostik

Die molekulargenetische Untersuchung kann mittels Sanger-Sequenzierung oder Next Generation
Sequencing (NGS) erfolgen. Da mittels Sanger-Sequenzierung technisch pro Sequenzierlauf jeweils nur
ein Exon analysiert werden kann, ist hier Voraussetzung, dass konkrete Kandidatengene fir die
Erkrankung bekannt sind (wie z.B. beim Wiskott-Aldrich Syndrom). Die Sanger-Sequenzierung eignet

sich daher fiir die gezielte Diagnostik von Einzelgenen bzw. Einzel-Varianten.
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Die molekulargenetische Diagnose von Erkrankungen, die eine aufwendige und zeitintensive
Sequenzierung von groRen oder viele Genen voraussetzen wiirden (z.B. Bernard-Soulier Syndrom,
Thrombasthenie Glanzmann, Hermansky-Pudlack Syndrom), eignen sich hingegen besonders fir die
Untersuchung mittels NGS. Es ist sinnvoll, ein aktualisiertes Genpanel mit funktionell ahnlichen Genen
zu erstellen, das Gene gruppiert, die Membran- oder Zytoskelettdefekte von Thrombozyten assoziiert
sind und eine nachgewiesene Funktion bei der Biogenese oder der Funktion von Thrombozyten haben
(auch als Tier-1- oder ,Core“-Gene bezeichnet) [76]. Bei gegebener Indikation kénnen diese Panels
durch An- bzw. Abwadhlen einzelner Gene individualisiert werden. Eine aktualisierte Liste aller

relevanten Gene ist unter https://www.isth.org/page/GinTh GenelLists (Link zuletzt abgerufen am

22.03.24) zu finden.

Ein fehlender Mutationsnachweis schlieflt die Verdachtsdiagnose einer angeborenen Erkrankung der
Thrombozyten nicht aus, weil im Rahmen der molekulargenetischen Routinediagnostik mittels Whole
Exome Sequencing und digitalem Filtering in der Regel nur die kodierenden Sequenzen untersucht
werden. Die Analyse beschrankt sich daher oft auf Exone sowie Exon-Intron- und Intron-Exon-
Ubergidnge. Generell ist eine ausreichende Abdeckung in Exon 1 sowie generell bei G/C-reichen DNA-
Sequenzen technisch schwierig zu erreichen. In solchen Fallen kann eine Nachsequenzierung mit der

Sanger-Methode notwendig sein. Dies ist auf dem Befund spezifisch auszuweisen.

2. Auswertung, Interpretation und Berichterstattung

Bewertung von genetischen Varianten:

Fir den Fall, dass eine detektierte Variante als wahrscheinlich krankheitsverursachend eingestuft
wurde, sollte dieser Nachweis durch Co-Segregationsanalyse gesichert werden, entweder in drei
unabhdngigen Faillen oder einem ausgedehnten Stammbaum (mindestens drei Generationen).
Weitere Belege fiir die Kategorisierung einer Variante kénnen aus Tiermodellen (Maus, Zebrafisch
usw.), zell- bzw. molekularbiologischen Experimenten oder ggf. durch in silico Verfahren zum Vergleich
von Aminosduresequenzen gezogen werden. Zur weiteren Einordnung einer Variante unklarer
Signifikanz  (VUS) koénnen funktionelle Studien in Zellkultur- und Tiermodellen sowie
Segregationsanalysen der Variante unter Einbeziehung betroffener und nicht-betroffener

Familienmitgliedern ggf. hilfreich sein [77, 78].

Verschiedene Datenbanken zum Abgleich und zur Validierung verschiedener Varianten werden

regemaRig aktualisiert. Empfohlene Referenz-Datenbanken sind:

e ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar)
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e ExAc (http://exac.broadinstitute.org)

e gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org)

e dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)

e "Datenbank der 1000 Genome" (IGSR) (http://www.internationalgenome.org)
e Hemostasis/Thrombosis Gene Curation Expert Panel

(https://clinicalgenome.org/affiliation/40028/)

Webpages:

Informationen zu den gesetzlichen Grundlagen zur molekulargenetischen Untersuchungen sind fir
Deutschland unter www.gesetze-im-internet.de (http://www.gesetze-im-
internet.de/gendg/GenDG.pdf), Osterreich unter www.ris.bka.gv.at

(https://www.ris.bka.gv.at/GeltendeFassung.wxe?Abfrage=Bundesnormen&Gesetzesnummer=1001
0826) und die Schweiz unter (Humanforschungsgesetz, HFG)
www.admin.ch/gov/de/start.htmldiagnostik (https://www.admin.ch/opc/de/classified-
compilation/20061313/index.html) einzusehen.

Handlungsempfehlungen 6: Molekulargenetische Methoden

i) > Die Molekulargenetik soll zur Diagnose von angeborenen Stérungen der

Thrombozyten verwendet werden.
Konsensstarke: 95 %; Neu (2024)

> Zur Identifikation heterozygoter Trager von angeborenen Stérungen der
Thrombozyten soll die Molekulargenetik verwendet werden.
Konsensstarke: 78 %; Neu (2024)

1) > Fur die molekulargenetische Untersuchung sollten relevante Gene (aus klinisch-
diagnostischen sowie auch aus wirtschaftlichen Griinden) gruppiert untersucht
werden.

Konsensstarke: 87 %; Neu (2024)

> Nicht-konklusive (kausale) molekulargenetische Ergebnisse sollten zu einem
spateren Zeitpunkt, entsprechend dem aktuellen Kenntnisstand, wiederholt
werden.
Konsensstarke: 90 %; Neu (2024)

11. Zukunftige Entwicklungen
Fiir die Diagnostik von angeborenen Erkrankungen der Thrombozyten zeichnen sich neue

Entwicklungen ab, die das Potenzial haben, die Patientenversorgung erheblich zu verbessern. Ein


http://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.internationalgenome.org/
https://clinicalgenome.org/affiliation/40028/
http://www.gesetze-im-internet.de/
http://www.gesetze-im-internet.de/gendg/GenDG.pdf
http://www.gesetze-im-internet.de/gendg/GenDG.pdf
https://www.ris.bka.gv.at/GeltendeFassung.wxe?Abfrage=Bundesnormen&Gesetzesnummer=10010826
https://www.ris.bka.gv.at/GeltendeFassung.wxe?Abfrage=Bundesnormen&Gesetzesnummer=10010826
http://www.admin.ch/gov/de/start.htmldiagnostik
https://www.admin.ch/opc/de/classified-compilation/20061313/index.html
https://www.admin.ch/opc/de/classified-compilation/20061313/index.html
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zentraler Aspekt ist die gerade begonnene Etablierung des ThromKidplus Patienten-Registers (Stand:

2024), das eine umfassende Datensammlung und -analyse ermoglichen wird.

Die Qualitatssicherung in der Diagnostik, insbesondere bei der LTA und der Durchflusszytometrie, wird
durch regelmaRige Ringversuche, die von der ThromKidplus Arbeitsgruppe initiiert und durchgefiihrt
werden, gestarkt. Diese Versuche optimieren die Standardisierung und Zuverldssigkeit der
Testverfahren in den sich beteiligenden Zentren. Dies ist essenziell fiir die Klassifizierung und korrekte

Diagnosestellung von angeborenen Erkrankungen der Thrombozyten.

Technologische Fortschritte in der Mikroskopie, wie die konfokale Mikroskopie, die inverse
Fluoreszenzmikroskopie und super-hochauflésende Mikroskopie, eréffnen neue Dimensionen in der
Untersuchung der Thrombozytenmorphologie und -funktion. Diese Verfahren ermdglichen eine
detaillierte Visualisierung auf zelluldrer und molekularer Ebene und tragen zu einem tieferen

Verstandnis der Pathophysiologie bei.

Die Durchflusszytometrie erfahrt eine breitere Anwendung fiir die umfassende Phanotypisierung von
Thrombozyten und flr innovative Funktionstests. Diese Entwicklungen verbessern die
Charakterisierung der Thrombozytenfunktion und tragen zur prazisen Diagnose von

Thrombozytopathien bei.

Der Einsatz von Mikro- und Makrofluidkammern /-geriten, insbesondere der miniaturisierten Lab-
on-a-Chip-Technologie, revolutioniert die Untersuchung der Thrombozytenfunktion. Diese
Technologie ermoglicht prazise und effiziente Analysen auf kleinstem Raum und unter physiologischen

Bedingungen.

Genomisches Profiling durch Next-Generation-Sequencing hilft bei der Identifizierung von
genetischen Mutationen, die Thrombozytenzahl und -funktionen beeinflussen. Diese genetische
Diagnostik ist fundamental flr die personalisierte Medizin und ermdoglicht eine zielgerichtete

Behandlung.

Das Zusammenspiel von integrativer Omik und kiinstlicher Intelligenz/ maschinellem Lernen eroffnet
neue Perspektiven. Biomarker-Panels mit Multi-Omik-Integration, die genetische, transkriptionelle,
proteinbasierte und metabolische Daten vereinen, verbessern die diagnostische Prazision. Die
Anwendung von Algorithmen steigert nicht nur die Genauigkeit bei der Datenanalyse, sondern

unterstitzt auch pradiktive Modelle, die das Patientenmanagement optimieren und personalisieren.

Zusammenfassend verspricht die Zukunft der Diagnostik von angeborenen Stdérungen der
Thrombozyten einen multidisziplindren und technologiegetriebenen Ansatz, der eine prazisere,

individualisierte und effizientere Patientenversorgung ermaoglicht.
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