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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Hintergrund

Die Pfortaderthrombose (PVT) ist eine hdufige Komplikation bei Patienten, die eine
Leberzirrhose (LCi) haben und kann sich zu einem lebensbedrohlichen Zustand entwickeln
(DelLeve, Valla, & Garcia-Tsao, 2009; Ogren et al., 2006; Smalberg et al., 2011).

Laut einer Autopsie-Studie konnte eine LCi bei 28% der Patienten mit einer bestehenden PVT
festestgestellt werden. Diesem Ergebnis zufolge stellt die LCi einen Hauptrisikofaktor fiir die
Entstehung einer PVT dar (Amitrano & Guardascione, 2009; Ogren et al., 2006). Zu weiteren
,lokalen* Risikofaktoren fiir die Entstehung einer PVT z&hlen unter anderem (u.a.) auch
Tumore in den Abdominalorganen, intraabdominelle Infektionen sowie chirurgische
Eingriffe, die das Pfortadersystem betreffen, wie beispielsweise eine Lebertransplantation.
Neben diesen ,,lokalen* Risikofaktoren gibt es eine Reihe anderer Faktoren, welche die
Entstehung einer PVT beglnstigen (DeLeve et al, 2009). Dazu zahlen einige
prothrombotische Faktoren wie ein Mangel an Protein C und Protein S, ein Mangel an
Antithrombin, eine Faktor V Leiden (FVL) G1691A Mutation, eine Prothrombin G20210A
Mutation sowie die Entwicklung einer Myeloproliferativen Erkrankung (MPD)
(Bhattacharyya et al., 2004; DeLeve et al., 2009; Sacerdoti et al., 2007; Smalberg et al.,
2011).

Zu den Risiken fiir die Entstehung einer PVT bei Patienten mit bestehender LCi zéhlen u.a.
der Schweregrad der Lebererkrankung und die damit in Verbindung stehende Einschrankung
der Syntheseleistung sowie angeborene prothrombotische Erkrankungen wund ein
verlangsamter Pfortaderfluss (DelLeve et al., 2009). Patienten mit LCi zeigen hdufig eine
Verminderung von Protein C, S und Antithrombin. Dies ist u.a. zurlickzufuhren auf eine
verringerte Funktion der Hepatozyten, auf eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
und auf einen Vitamin-K-Mangel (Mucino-Bermejo, Carrillo-Esper, Uribe, & Mendez-
Sanchez, 2013; Ng, 2009). Die PVT im Rahmen einer LCi kdnnte somit das Ergebnis eines
gleichzeitigen ~ Vorhandenseins  von  lokalen, erworbenen  und  angeborenen

thromboembolischen Risikofaktoren sein (Amitrano et al., 2004; Zocco et al., 2009).

Patienten, die keine LCi, aber eine PVT haben, zeigen in 30-40% der Félle eine MPD. In den
meisten Féllen handelt es sich dabei um die Polycythaemia Vera (PV), die Essentielle
Thrombozyth&dmie (ET) oder um nicht klassifizierte MPD (DeLeve et al., 2009). Bei friiheren
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Fallen einer PVT konnte oft keine zugrundeliegende Atiologie festgestellt werden. Dies hat
sich jedoch in den letzten Jahren durch die zunehmenden Diagnosen angeborener
Gerinnungsstorungen, dabei vor allem den MPD, deutlich gedndert. Somit ist die Anzahl der
Patienten mit einer idiopathischen PVT gesunken (Cohen, Edelman, & Chopra, 1992).

2005 wurde eine somatische Punktmutation im Gen der Januskinase 2 (JAK2) festgestellt.
Diese Mutation steht vor allem in Zusammenhang mit MPD (Campbell et al., 2005; James,
Ugo, Le Couédic, et al., 2005; Roskos, 2008; Shetty et al., 2010; Tefferi, Skoda, & Vardiman,
2009).

Es sind Daten einiger Studien vorhanden, welche die Pravalenz der JAK2 V617F Mutation
bei Patienten mit Venenthrombose im Splanchnikus-Gebiet (dazu zéhlen die PVT, die
Mesenterialvenenthrombose und das Budd-Chiari-Syndrom) (Dentali et al., 2009) ohne
Vorhandensein einer LCi untersucht haben (Bayraktar et al., 2008; Colaizzo et al., 2007; De
Stefano et al., 2007; Kiladjian et al., 2008; Orr et al., 2010; Primignani et al., 2006). Es ist
wichtig zu wissen, dass diese Studien Patienten mit einer LCi explizit ausgeschlossen haben.

Daraus ergibt sich, dass die PVT in diesen Fallen nicht auf eine LCi zurtickzufiihren war.

Bei einigen dieser Patienten mit PVT oder Budd-Chiari-Syndrom (BCS) wurde die JAK2
V617F Mutation nachgewiesen. In einer Vielzahl der Falle traten diese Venenthrombosen im
Splanchnikus-Gebiet (SVT) im Rahmen einer MPD auf. MPD zéhlten somit zur
Hauptursache flr die Entstehung von SVT (Kiladjian et al., 2008; Primignani et al., 2006).
JAK2 V617F ist ein sehr zuverlassiger und nicht-invasiver molekularer Marker fir die
Erkennung von MPD und sollte deshalb als erster Test zur Diagnosesicherung herangezogen
werden (Primignani et al., 2006). Allerdings gab es auch Untersuchungen, bei denen die
Patienten mit SVT und einer JAK2 V617F Mutation zum Zeitpunkt der
Thrombosediagnosestellung keinen Nachweis einer MPD zeigten (De Stefano et al., 2007).

Diesen Erkenntnissen zufolge stellt sowohl die LCi als auch das Vorhandensein einer JAK2
V617F Mutation ein erhodhtes Risiko fir die Entstehung von SVT dar. Bei Patienten die
beides, sowohl eine LCi als auch eine JAK2 V617F Mutation haben, kdnnte das Risiko fir
die Entwicklung thrombotischer Komplikationen im Splanchnikus-Venensystem deutlich
erhoht sein.

Zudem konnen MPD bei Patienten mit einer LCi oft nur schwer erkannt werden. Eine LCi

geht oft mit einem Pfortaderhochdruck einher. Der durch den Pfortaderhochdruck bedingte
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Hypersplenismus kann Blutbildverdnderungen, die fir MPD typisch sind, unter Umstanden
maskieren (Briere, 2006; Chait et al., 2005; Qi, Bai, et al., 2011; Smalberg et al., 2011).

1.2 Allgemeiner Hintergrund

1.2.1 Leberzirrhose

1.2.1.1 Definition

Abb. 1: Grobknotige LCi (Reiche, 2003)

Bei der LCi handelt es sich um eine langsam auftretende chronisch verlaufende Erkrankung.
Sie ist das Endstadium schwerer Leberschadigungen, die durch eine Vielzahl von Noxen, wie

beispielsweise Viren, Alkohol oder Medikamente ausgeldst werden kann.

Je nach Ausprégung der LCi reicht die Klinik von Allgemeinsymptomen, wie beispielsweise
Mudigkeit, Abgeschlagenheit und V6llegefiihl im Oberbauch bis hin zu Komplikationen wie
Ikterus, Portale Hypertension und deren Folgen sowie Hepatische Enzephalopathie und

Priméres Leberzellkarzinom als Spéatfolge (Herold, 2013).
1.2.1.2 Epidemiologie und Atiologie

In der Gesamtweltbevélkerung liegt die Pravalenz der LCi etwa bei 4-10%. In Deutschland
leben davon ca. 400 000 Patienten mit LCi (Greten, Rinninger, & Greten, 2010; Herold,
2013).
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In den Industrielandern z&hlt langjéhriger Alkoholmissbrauch zu den wichtigsten auslésenden
Faktoren einer LCi (Herold, 2013). Chronische Virushepatitiden B, C, und D stehen in den
Industrielandern an Platz 2 der Ursachenentstehung einer LCi. Bei ca. 10% der LCi l&sst sich
keine treffende Ursache finden. Weitere mdgliche Ursachen fur die Entstehung einer LCi sind
die Autoimmunhepatitis, die Primar bilidre Zirrhose (PBC) und die Primar sklerosierende
Cholangitis (PSC) (Herold, 2013). Auch bei gewissen Stoffwechselerkrankungen wie dem
M.Wilson, der Hamochromatose und dem al-Antitrypsinmangel kann sich im Verlauf der
Erkrankung eine LCi entwickeln. Tab. 1 fasst die Ursachen der LCi zusammen.

Ursachen Anteil in Westeuropa
toxisch Alkohol ca. 60%-70%

viral Hepatitis B, C, und D ca. 10%-15%

autoimmun Autoimmunhepatitis, PBC, PSC | bis zu 15/100 000 Einwohner

bakteriell/hypoxisch | sekundér bilidre Zirrhose nach | selten

rezidivierender Cholangitis oder

Hypoxie
metabolisch Genetische Hamochromatose, | bis zu 100/100 000 Einwohner
M.Wilson, al-Antitrypsin-

Mangelsyndrom

vaskular chron. Herzinsuffizienz, chron. | selten
BCS

Tab. 1: Ursachen der LCi (Greten et al., 2010)

1.2.1.3 Diagnostik

Die LCi kann zu Beginn oft asymptomatisch bleiben. Klinische Symptome treten meist erst
zu einem spateren Zeitpunkt der Erkrankung auf. Zu diesen typischen Zeichen einer LCi
gehdren unter anderem Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Druck- und Vollegefihl im Oberbauch,
Ubelkeit und Gewichtsverlust. Zudem kann man bei diesen Patienten typische
,Leberhautzeichen” beobachten wie beispielsweise Juckreiz, Gefalspinnen, Palmar- und
Plantarerytheme (Greten, 2005; Greten et al., 2010; Herold, 2013).

Bei Patienten mit LCi lassen sich oft laborchemische Zeichen einer Leberinsuffizienz und

einer eingeschrankten Lebersynthese zeigen. Zu den wichtigen Parametern einer

10
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eingeschrankten Lebersyntheseleistung zéhlen eine Verminderung der Vitamin K-abhéngigen
Gerinnungsfaktoren (Faktoren I1, VI, IX, X), eine Abnahme des Albumin i.S., eine Abnahme
von Antitrhrombin, eine Abnahme der Cholinesterase sowie eine Zunahme von Bilirubin. Die
Transaminasen (GOT, GPT) koénnen normal oder leicht erhoht sein. Bei entziindlichen
Schiiben kommt es zu einem Anstieg der Transaminasen, der GLDH sowie der y-GT als
Zeichen einer Leberzellschadigung (Herold, 2013). Zudem wird im Labor oft eine
Hypergammaglobulindmie als Zeichen portocavaler Anastomosen beobachtet (Gerok &
Blum, 1995). Im Rahmen eines Hypersplenismus kann es zu Leuko- und Thrombozytopenien
kommen. Eine Erhohung des Ammoniakspiegels weist auf eine hepatische Enzephalopatie
hin und bei PBC, PSC und cholestatisch verlaufender Hepatitis kann es zu einem Anstieg der
Cholestaseparameter (AP, y-GT, LAP) kommen (Herold, 2013).

Einen wichtigen Stellenwert im Rahmen der Diagnostik einer LCi hat die Sonografie. Sie
stellt ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren zur Diagnosesicherung und
Verlaufskontrolle einer LCi dar (siehe Abb. 2).

Aszites

Leberparenchym

Abb. 2: Sonografisches Bild: Patient mit LCi (Delorme, Debus, & Jenderka, 2012)

Auch in der Computertomografie (CT) und in der Magnetresonanztomografie (MRT) kann
eine LCi erkannt werden (Herold, 2013; Thurn, Biicheler, Lackner, & Thelen, 1998).

11
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Die Einteilung des Schweregrades einer LCi kann durch die sogenannten Child-Pugh-

Kriterien erfolgen (siehe Tab. 2).

Parameter 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Aszites keiner wenig moderat
Enzephalopathie keine -1l H-v
Bilirubin i.S. mg/dl (ug) | <2 (36) 2-3 (36-54) >3 (54)
bei PBC und PSC <4 (72) 4-10 (72-180) >10 (180)
Quick (%) >70 40-70 <40
Albumin i.S. g/dI >3,5 2,8-35 <28

Auswertung: < 6 Punkte: Stadium A; 7-9 Punkte: Stadium B; 10-15 Punkte: Stadium C

Tab. 2: Child-Pugh-Klassifikation der LCi (Greten et al., 2010)

Zur Abschétzung der Prognose einer LCi wird heute neben dem Child-Pugh-Score auch der
MELD-Score (model for end-stage liver disease) immer haufiger eingesetzt. In den MELD-
Score flieBen 3 Parameter, namlich das Kreatinin i.S., das Bilirubin i.S. und der INR-Wert,
ein. Die Wartezeit bei einer Lebertransplantation hangt vom MELD-Score ab, der die 3-
Monatsmortalitat abschatzt (Greten et al., 2010; Herold, 2013).

1.2.1.4 Komplikationen der Leberzirrhose

Eine schwerwiegende Komplikation der LCi stellt die portale Hypertension und ihre Folgen
dar. Normalweise liegt der Druck in der Pfortader bei 5-8 mmHg. Von einer portalen
Hypertension spricht man, wenn der Druck in der Pfortader 12 mmHg berschreitet. Je nach
Ort der Obstruktion im Rahmen eines Pfortaderhochdrucks unterscheidet man einen
prahepatischen Block, einen intrahepatischen Block und einen posthepatischen Block
(Herold, 2013; Kumar & Clark, 2012). Eine typische Folge des Pfortaderhochdrucks und
somit der LCi ist die Bildung von Aszites (Kumar & Clark, 2012). Auch das Hepatorenale
Syndrom (HRS) und das Hepatopulmonale Syndrom (HPS) zédhlen zu moglichen Folgen der
portalen Hypertension (Arasté, 2009).

Eine relativ hdufige und ernst zu nehmende Komplikation der LCi stellt die Hepatische

Enzephalopathie (HE) dar. Bei der HE handelt es sich um ein neuropsychiatrisches Syndrom,

12



Einleitung

das sich durch einige neurologische Symptome auszeichnet (Arasté, 2009; Gerok & Blum,
1995; Herold, 2013; Piper, 2007).

Die HE l&sst sich klinisch in 4 Stadien einteilen (siehe Tab. 4).

GRAD 0 Asymptomatische HE, normales Bewusstsein,

keine neurologischen Ausfallerscheinungen

GRAD I Konzentrationsschwéche, Verwirrung,

leichte Asterixis (,,flapping tremor*)

GRAD lI Lethargie, Benommenheit, Desorientierung,

deutliche Asterixis (,,flapping tremor®)

GRAD Il Somnolent, aber weckbar, beginnender Foetor hepaticus, Hyperreflexie

GRAD IV | Koma, starker Foetor hepaticus

Tab. 3: Stadien der Hepatischen Enzephalopathie (Bajaj, 2010; Herold, 2013)

Des Weiteren zahlt das Hepatozellulare Karzinom (HCC) zu einer mdglichen

Spétkomplikation im Rahmen einer LCi.
1.2.2 Pfortaderthrombose
1.2.2.1 Definition und Atiologie

Das grundsatzliche Verstehen der Atiologie einer Thrombose ist auf den Pathologen Virchow
zurlckzufuhren, der 3 Hauptgrinde fir eine Thrombose verantwortlich gemacht hat:
Veranderungen in der Blutgefalwand, Verdnderungen des BlutfluRes und Veranderungen in

der Blutzusammensetzung. Diese Griinde sind bis heute gultig (Rosendaal, 2005).

Bei der PVT im Speziellen handelt es sich um einen kompletten oder partiellen Verschluss
des Pfortaderstamms durch ein Blutgerinnsel. Die Thrombose kann sich in jedem Bereich des
portalen GeféRsystems ausbilden. Sie kann sowohl stromabwarts in den intrahepatischen
Asten oder aber auch stromaufwarts in der V. lienalis oder den Mesenterialvenen vorkommen
(Greten, 2005; Greten et al., 2010; Meuwly, Saverot-Chevalier, & Sgourdos, 2012; Ponziani
et al., 2010).

Die PVT wurde erstmals 1868 von den Wissenschaftlern Balfour und Stewart bei einem

Patienten mit bestehender Splenomegalie, Aszites und vendser Gefallerweiterung beschrieben

13
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(Cohen et al., 1992; Dentali, Galli, Gianni, & Ageno, 2008; Ponziani et al., 2010; Turi,
Schilling, & Riemann, 2003). Genaue Angaben Uber die Inzidenz der PVT lassen sich jedoch
nur schwer finden. Sie reicht von ca. 0,6% bis ca. 26% (Dentali et al., 2008; Rajani et al.,
2010). In der Allgemeinbevolkerung liegt die Pravalenz der PVT in etwa bei 1% (Hoekstra &
Janssen, 2009; Ponziani et al., 2010). Patienten mit LCi zeigen jedoch deutlich hdhere
Inzidenzen. Neueren Studien zufolge liegen diese etwa bei 10-25% (Fimognari & Violi, 2008;
Kocher & Himmelmann, 2005; Qi, Bai, et al., 2011; Rodriguez-Castro, Simioni, Burra, &
Senzolo, 2012; Tsochatzis, Senzolo, Germani, Gatt, & Burroughs, 2010). Deshalb ist es
Klinisch natzlich zwischen zirrhotischer und nicht-zirrhotischer Form der PVT zu
unterscheiden (Sacerdoti et al., 2007). Die PVT ist eine relativ hdufige und wichtige
Komplikation bei Patienten mit bestehender LCi (Belli, Romani, Sansalone, Aseni, &
Rondinara, 1986; Englesbe et al., 2010; Meuwly et al., 2012; Ponziani et al., 2010; Zocco et
al., 2009). lhre Pathogenese bei Patienten mit LCi ist allerdings noch nicht vollstandig
geklart. Es wurde jedoch vermutet, dass die Bildung eines Thrombus bei diesen Patienten u.a.
durch eine Verlangsamung des Blutflusses in der Pfortader und durch das VVorhandensein von
periportaler Lymphangitis und Fibrose begtinstigt wird (Belli et al., 1986; Cohen et al., 1992;
Turi et al.,, 2003). Aber auch andere Risiken, wie beispielsweise lokale, angeborene oder
erworbene thrombotische Faktoren spielen bei der Entstehung einer PVT im Rahmen einer
LCi eine bedeutende Rolle (Amitrano, Guardascione, & Ames, 2007; Amitrano et al., 2004;
Sacerdoti et al., 2007; Walker, 2005).

Die Ursache einer PVT ist sehr unterschiedlich (Condat & Valla, 2006; Rajani et al., 2010;
Webster, Burroughs, & Riordan, 2005). Sie kann oft durch mehrere gleichzeitig auftretende
Faktoren bedingt sein (Denninger et al., 2000). Grundsétzlich kann man zwischen lokalen und
systemischen Risikofaktoren unterscheiden (Meuwly et al., 2012; Ponziani et al., 2010;
Rajani et al., 2010). Zu den lokalen Faktoren zahlen u.a. die bereits erwdhnte LCi, maligne
hepatobilidre Tumore, entziindliche Abdominalerkrankungen, Infektionen sowie traumatische
Lasionen der Pfortader. Zu den systemischen Ursachen zédhlen kongenitale und erworbene
Thrombophilien sowie eine MPD. Lokale und systemische Ursachen kdnnen auch gemeinsam
auftreten. Wenn lokale Ursachen fehlen, dann ist die PVT in ca. 30-40% der Félle auf eine
MPD zuruckzufiihren (Meuwly et al., 2012; Rajani et al., 2010).

14
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1.2.2.2 Klinik und Diagnostik

Klinische Zeichen einer PVT sind nicht immer einfach zu erkennen, in einigen Fallen kann
die PVT namlich auch inapparent verlaufen. Es kann zwischen einem akuten und einem
chronischen Verlauf der PVT unterschieden werden (DelLeve et al., 2009; Greten, 2005;
Greten et al., 2010; Hoekstra & Janssen, 2009; Meuwly et al., 2012; Ponziani et al., 2010).
Die Klinik ist u.a. abhéngig von der Entwicklung einer PVT sowie dem Ausmall der
Kollateralkreislaufe. Zeichen der Darmischdmie mit starken Bauchschmerzen, Diarrhd,
Ubelkeit, Erbrechen, Fieber, Laktatazidose, Sepsis und Splenomegalie sind typisch fiir den
Verlauf einer akuten PVT. Im Gegensatz dazu kann eine chronische PVT vdllig
asymptomatisch verlaufen oder ist gekennzeichnet durch Splenomegalie, Panzytopenie,
Varizenbildung und eventuell leichter Aszitesbildung (DeLeve et al., 2009; Ponziani et al.,
2010). Gastrointestinale Blutungen sind in 20% bis 40% der Falle eine der ersten Anzeichen
einer chronischen PVT (Hoekstra & Janssen, 2009; Ponziani et al., 2010).

Zur Diagnostik der PVT werden v.a. bildgebende Verfahren eingesetzt. Friher dienten haufig
invasive Methoden wie die Angiografie zur Aufklarung einer PVT. Heute stehen vorwiegend
nicht-invasive Untersuchungstechniken im Mittelpunkt (Cohen et al., 1992). Dabei wird der
Ultraschall als Mittel der Wahl zur Sicherung einer PVT eingesetzt. Die farbkodierte
Dopplersonografie zeigt eine Sensitivitat und Spezifitat von 66% bis 100% (Chawla, Duseja,
& Dhiman, 2009; Ponziani et al., 2010). Aber auch die CT und die MRT werden zur

zusatzlichen Diagnosesicherung angewendet (Chawla et al., 2009).

Abb. 3: Darstellung einer PVT in der Sonografie.

A: Darstellung der Hauptachse der Portalvene: Thrombus (Pfeil). B: Farbiges Doppler-Sonogramm; Das Gebiet ohne
Signal entspricht dem Thrombus (Pfeil) (Meuwly et al., 2012).
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1.2.3 Genmutationen
1.2.3.1 JAK2 V617F Mutation

Die somatische Punktmutation JAK2 VV617F wurde 2005 das erste Mal bei Patienten mit den
klassischen Myeloproliferativen Syndromen (MPS) Polycythaemia Vera (PV), Essentielle
Thrombozythdmie (ET) und Osteomyelofibrose (OMF) beschrieben (Baxter et al., 2005;
James, Ugo, Le Couédic, et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005; Tefferi et al.,
2009; Zhao et al., 2005). Die JAK2 V617F Mutation kommt bei etwa 95% der Falle mit PV
vor. Bei der ET und der OMF liegt die H&aufigkeit der Mutation bei ca. 50% (Tefferi et al.,
2009). Bei allen anderen Myeloproliferativen oder Myelodysplastischen Erkrankungen als
den 3 klassischen MPS kommt die Mutation deutlich seltener vor. Bei Myelodysplastischen
Syndromen (MDS) wird ihre Haufigkeit mit maximal 5% angegeben (Horn, 2009; Jones et
al., 2005; Scott et al., 2005; Steensma et al., 2005).

Bei den JAK-Kinasen handelt es sich um zytoplasmatische Tyrosinkinasen, die mit einer
Reihe von Rezeptoren interagieren (Horn, 2009). Die Januskinase 2 spielt eine Schliisselrolle
in der Signalvermittlung bei Rezeptoren der blutbildenden Wachstumsfaktoren, wie
beispielsweise dem Erythropoietinrezeptor oder dem Thrombopoietinrezeptor (Baxter et al.,
2005). Siehe Abb. 4.

Bei der JAK2 V617F Mutation kommt es an der Nukleotidposition 1849 zu einem Austausch
von einem Guaninrest gegen einen Thyminrest. Dies wiederum bewirkt, dass auf der
Proteinebene die Aminosdure Valin durch Phenylalanin an Position 617 substituiert wird
(Austin & Lambert, 2008; Baxter et al., 2005; Horn, 2009; James, Ugo, Le Couédic, et al.,
2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005; Roskos, 2008; Tefferi et al., 2009). Die
Mutation befindet sich in Exon 14 in der inhibierenden Pseudokinasedomane von JAK 2.
Dies bewirkt einen Wegfall der autogenen Hemmung und eine dadurch bedingte
Daueraktivitat des veranderten Proteins. Die Zelle wird somit standig zu Proliferation und
Wachstum angeregt (Austin & Lambert, 2008; Campbell et al., 2005; Horn, 2009; James,
Ugo, Casadevall, Constantinescu, & Vainchenker, 2005; Roskos, 2008; Villeval, James,
Pisani, Casadevall, & Vainchenker, 2006).

Mit dieser Erkenntnis lassen sich prothrombotische Risiken bei Patienten mit einer JAK2
V617F Mutation erklaren. Durch die Autonomie der Wachstumsfaktoren blutbildender
Vorlduferzellen kommt es zu einer vermehrten Produktion von Erythrozyten, Thrombozyten
und Granulozyten (Bellucci & Michiels, 2006; James, Ugo, Casadevall, et al., 2005; Roskos,
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2008; Villeval et al., 2006). Die gesteigerte Erythropoese bewirkt u.a. einen erhéhten
Hé&matokrit sowie eine erhohte Viskositdit des Blutes und stellt somit einen der
prothrombotischen Faktoren dar (Bellucci & Michiels, 2006; Roskos, 2008).

Zytoplasmatische
Membran

Zytosol

Kernmembran

Zellkern

Zytoplasmatische
Membran

Zytosol

Kernmembran

Zellkern

DNA — GATA-1

Abb. 4: Signalweg der EPO- und TPO-Rezeptoren und die JAK2 V617F Mutation in Anlehnung an Lambert &
Duchosal (Lambert & Duchosal, 2007)
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,,Die EPO- und TPO-Rezeptoren sind Homodimere, bei denen der zytoplasmatische Teil durch das
JAK2-Protein in Anwesenheit des Liganden phosphoryliert wird. Diese Aktivierung hat die
Phosphorylierung von STAT zur Folge, welche dem Kern das Signal zur Proliferation Gbermittelt.

A) JAK2 verfligt Uber einen inhibitorischen Bereich, der die Reaktion unterbrechen kann, sobald der
Ligand abgetrennt wird.

B) Die V617F-Mutation inaktiviert diesen hemmenden Bereich. Man vermutet, dass es damit zu einer
autonomen Aktivierung von JAK2 ohne Bindung des Liganden kommen kann, wodurch ein
verlangertes intrazelluldres Signal zur Proliferation Ubermittelt wird* (Lambert & Duchosal, 2007).

1.2.3.2 FVL G1691A Mutation

Bjorn Dahlbick beobachtete 1993 das erste Mal eine ,,Resistenz gegen aktiviertes Protein C*.
Als haufigste Ursache dieser Resistenz bestatigten dann Bertina und Reitsma 1994, dass eine
Punktmutation im Faktor-V-Gen zugrunde liegt (Dentali et al., 2008; Ddorner, 2006). Es
handelt sich dabei um einen Basenaustausch (G—>A) im Exon 10 an der Position 1691 im
Faktor-VV-Gen. Dies flhrt im Faktor-V-Protein zu einem Austausch der Aminosaure Arginin
durch Glutamin an der Aminoséureposition 506 (Amitrano et al., 2000; Dorner, 2006;
Mahmoud, Elias, Beauchamp, & Wilde, 1997; Wood & Philips, 2003).

Die Neutralisation der aktivierten Gerinnungsfaktoren V und VIII geschieht durch aktiviertes
Protein C (APC) bzw. Protein S (Mahmoud et al., 1997). APC inaktiviert die
prokoagulatorischen Faktoren V und VIII in ihrer aktiven Form durch proteolytische
Spaltung. Beim Vorliegen einer Faktor-V-Leiden-Mutation lauft diese Spaltung 10 mal
langsamer ab (Dorner, 2006; Mahmoud et al., 1997). Daraus ergibt sich, dass aktivierter
Faktor V nicht ausreichend inaktiviert werden kann und es besteht eine erhohte
Gerinnungsneigung des Blutes und somit eine erhdhte Thrombosegefahr (Bertina et al., 1994;
Dorner, 2006). In Mitteleuropa kommt die FVL G1691A Mutation bei ca. 5 % der
Bevolkerung (heterozygote Tréger; homozygote Tréger sind selten) vor und wird autosomal
dominant vererbt (Renz, 2009). Das bedeutet, dass heterozygote Mutationstréager
symptomatisch werden kdnnen. Heterozygote Tréger haben ein funf- bis zehnfach erhéhtes
Thromboserisiko, homozygote Trager sogar ein fiinfzig- bis hundertfach erhdhtes
Thromboserisiko (Witt, 1998). Die Faktor-V-Leiden-Mutation gehdrt zur haufigsten Ursache
angeborener Thrombophilien (Janssen et al., 2000; Mahmoud et al., 1997; Poort, Rosendaal,
Reitsma, & Bertina, 1996) und ist der haufigste genetische Risikofaktor fur Venenthrombosen
(Kujovich, 2011).

Die Diagnostik einer Faktor-V-Leiden-Mutation erfolgt anhand von Gentests (siehe Teil
Methoden). Ein Test fir eine Faktor-V-Leiden-Mutation ist heute einer der haufigsten

angeforderten molekulargenetischen Tests. Es gibt keine klinisch spezifischen Merkmale fur
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eine Faktor-V-Leiden-Mutation. Ein Gentest wird bei Patienten mit erhohter familidrer
Mutationspravalenz sowie bei wiederholten Venenthrombosen in der Vergangenheit oder dem
Vorkommen der ersten Venenthrombose vor dem 50. Lebensjahr empfohlen. Zudem sollte
ein Test auch bei Patienten mit Venenthrombosen an uniiblichen Lokalisationen wie den
zerebralen-, mesenterialen-, hepatischen- oder portalen Venen durchgefiihrt werden
(Kujovich, 2011).

Zirka 60 Prozent der Thrombosen im Rahmen einer Faktor-V-Leiden-Mutation treten spontan
auf, bei 40 Prozent besteht ein Zusammenhang mit exogenen Risikofaktoren, wie Operation,

Schwangerschaft oder der Einnahme oraler Kontrazeptiva (Witt, 1998).

Eine Venenthrombose im Rahmen einer Faktor-V-Leiden-Mutation wird wie Thrombosen im
Allgemeinen mit Antikoagulanzien wie Heparin therapiert. Dabei wird bei der ersten akuten
Venenthrombose eine  Kurzzeittherapie  angestrebt. Bei dem  Verdacht auf
Wiederholungsrisiko ~ einer ~ Venenthrombose  wird  eine  Verldngerung  der
Antikoagulationstherapie erforderlich. Bei Patienten mit vorlbergehenden Risikofaktoren
wird eine Therapie von mindestens 3 Monaten empfohlen. Die optimale Dauer einer
Antikoagulationstherapie bei heterozygoten Patienten mit einer Faktor-V-Leiden-Mutation ist
unklar und nicht prospektiv untersucht. Heterozygote Trager im Allgemeinen haben jedoch
keine Indikation fur eine Langzeittherapie mit Antikoagulanzien. Eine Langzeittherapie wird
nur bei homozygoten Tragern sowie bei Patienten mit mehreren Thrombosen oder weiteren

Thrombophilie-Faktoren empfohlen (Kearon et al., 2008; Kujovich, 2011).
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Intrinsisches System Extrinsisches System
Faktoren IX, XI Faktor VII
Faktor VIIia
A
vy v B
Faktor X > Faktor Xa —
+
Antithrombin
+ —
Faktor Ila Gl
Thrombin
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Fibrinogen —p ot !
Thrombus

Abb. 5: Vereinfachtes Schema der Gerinnungskaskade in Anlehnung an Schwaab (Schwaab)

1.2.3.3 Prothrombin G20210A Mutation

1996 haben Poort und seine Mitarbeiter eine Mutation im Prothrombin- (Faktor-11-) Gen
entdeckt, die mit einem fast 3-fach erhdhten Thromboserisiko einhergeht. Bei gleichzeitigem
Vorhandensein einer Prothrombin G20210A Mutation und einer FVL G1691A Mutation
besteht ein 20-fach erhdhtes Thromboserisiko. Es handelt sich bei dieser Mutation um einen
G->A Basenaustausch an der Position 20210 im 3”-untranslatierten Teil des Gens. Uber eine
Erh6hung der mRNA-Prozessierung fuhrt dies zu einer vermehrten Proteinsynthese des
Prothrombins. Dadurch kommt es zu einer erhéhten Prothrombin- (Faktor-11-) Konzentration
im Plasma und einer damit verbundenen erh6hten Gerinnungsneigung (Amitrano et al., 2006;
Ddorner, 2006; Janssen et al., 2000; McGlennen & Key, 2002). Prothrombin ist die Vorstufe
des aktiven Gerinnungsenzyms Thrombin und Thrombin hat eine essentielle Rolle im Ablauf
der Gerinnungskaskade (Poort et al., 1996). In der Normalbevolkerung betrégt die Pravalenz
dieser Mutation (heterozygote Tréger) etwa 1-2% (Ddorner, 2006). Siehe Abb. 5.

Zur Diagnose dieser Mutation werden vorwiegend Gentests durchgefihrt (siehe Teil
Methoden). Diese Tests werden bei Patienten empfohlen, die eine erhohte familiare
Mutationsprdvalenz aufweisen. Aullerdem sollte ein solcher genetischer Test bei Patienten

mit vermehrten Venenthrombosen in der Vergangenheit sowie bei Vorkommen der ersten
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Venenthrombose vor dem 50. Lebensjahr durchgefihrt werden. Zudem wird eine
Prothrombin G20210A Mutationstestung auch dann empfohlen, wenn die erste
Venenthrombose an uniblichen Lokalisationen wie einer zerebralen-, mesenterialen-,

portalen- oder hepatischen Vene vorkommt (McGlennen & Key, 2002).

Zirka die Halfte der Venenthrombosen im Rahmen einer Prothrombin G20210A Mutation
treten spontan auf, bei etwa 50 Prozent besteht ein Zusammenhang mit exogenen
Risikofaktoren wie Operation, Immobilisation, Schwangerschaft oder die Einnahme oraler
Kontrazeptiva. Routinetestungen auf eine Prothrombin G20210A Mutation werden jedoch in
der Normalbevdlkerung vor Auftreten solcher Ereignisse nicht durchgefihrt (McGlennen &
Key, 2002).

Venenthrombosen bei Patienten mit einer Prothrombin G20210A Mutation werden mit
Antikoagulanzien wie Heparin therapiert. Bei einer ersten akuten Venenthrombose werden
Niedermolekulare Heparine bevorzugt. Diese werden vorwiegend gewichtsadaptiert Uber
einen Zeitraum von mindestens 5 Tagen verabreicht. Wenn eine Prothrombin G20210A
Mutation als einziger prothrombotischer Risikofaktor fir die Entstehung einer
Venenthrombose verantwortlich ist, dann wird nach der ersten Venenthrombose keine
verlangerte Antikoagulationstherapie durchgefihrt, da ein Wiederholungsrisiko gering ist.
Somit werden diese Patienten nach einer ersten Venenthrombose gleich lang mit
Antikoagulanzien behandelt wie Patienten, die einen normalen Genotyp aufweisen. Bei
gleichzeitigem Bestehen einer Prothrombin G20210A Mutation und einer Faktor-V-Leiden-
Mutation besteht eine erhohte Gefahr fur wiederholte Venenthrombosen. In diesem Fall ist
eine Langzeittherapie mit Antikoagulanzien erforderlich (De Stefano et al., 1999; De Stefano
et al., 2001; McGlennen & Key, 2002).
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2. Zielsetzung und Fragestellung

Die LCi und MPD sind Hauptrisikofaktoren flir die Entstehung einer PVT (Xavier et al.,
2010). Bei einem erheblichen Teil der Patienten mit MPD kommt die JAK2 Mutation vor.
Einige Studien haben gezeigt, dass bei diesen Patienten mit einer JAK2 Mutation ein deutlich
erhohtes Risiko flr die Entstehung einer PVT besteht. Diese thrombotischen Komplikationen
sind am wahrscheinlichsten auf eine durch die JAK2 Mutation bedingte Erhéhung der
blutbildenden Zellreihen zuriickzufuhren (Janssen & Leebeek, 2006).

Die Haufigkeit der JAK2 Mutation bei Patienten mit LCi mit oder ohne Vorhandensein einer
PVT ist von grol3er Klinischer Bedeutung. Allerdings gibt es im Gegensatz zu den MPD nur
wenige Daten, welche die Pravalenz der JAK2 Mutation bei Patienten mit LCi und zugleich
bestehender PVT untersucht haben (Qi, Yang, et al., 2011).

Eine PVT zeigt bei Patienten mit einer LCi deutliche klinische Konsequenzen. Somit kann
diese beispielsweise zu einer erheblichen Verschlechterung der Erkrankung fuhren.
AulRerdem konnen therapeutische, v.a. lokal-interventionelle und chirurgische Interventionen
im Rahmen einer PVT oft nur unter erschwerten Bedingungen stattfinden. In manchen Féllen
sind diese sogar nicht moglich. Eine Lebertransplantation kann beispielsweise bei
vorhandener PVT unter Umstédnden nicht durchgefihrt werden. Aus diesen Griinden ist eine
klare Identifikation der Risikofaktoren fir die Entstehung einer PVT bei Patienten mit

Lebererkrankungen von groRRer Bedeutung.

Demzufolge war das Ziel dieser aktuellen Studie, die Haufigkeit der JAK2 V617F Mutation
bei Patienten mit LCi und gleichzeitig bestehender PVT zu untersuchen. Die Ergebnisse
dieser Fallgruppe wurden mit 2 Kontrollgruppen verglichen. Bei der Kontrollgruppe 1 hatten
die Patienten eine LCi, aber das Vorhandensein einer PVT fehlte. Die Kontrollgruppe 2
bestand aus Patienten mit PVT, aber ohne Bestehen einer LCi. Zuséatzlich zur JAK2 V617F
Mutation wurden auch die H&aufigkeiten der FVL G1691A Mutation und der Prothrombin
G20210A Mutation bei diesen 3 Gruppen ausgewertet.

Unsere Hypothese ist, dass bei einem Klinisch relevanten Anteil der Patienten mit LCi und
PVT eine JAK2 V617F Mutation nachgewiesen werden kann.
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3. Methoden

3.1 Studiendesign

Diese Fall-Kontroll-Studie wurde in der Il. Medizinischen Klinik und Poliklinik des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Mlnchen im Zeitraum zwischen
Dezember 2009 und August 2011 durchgefuhrt. Die ndtigen Daten fur die Studie wurden
retrospektiv aus den Krankenakten dokumentiert. Fehlende Informationen wurden von den
Patienten zum Zeitpunkt der Studie erfragt und nachgetragen. Um eventuelle Storfaktoren
auszuschalten, wurden Patienten mit der zusétzlichen Diagnose eines hepatozelluléren

Karzinoms (HCC) von der Studie ausgeschlossen.
3.2 Studienablauf

Patienten mit der Diagnose einer PVT mit oder ohne das VVorhandensein einer LCi, die friher
im Klinikum rechts der Isar behandelt worden sind, wurden mit Hilfe der elektronischen
Datenbanken (SAP System) des Krankenhauses identifiziert, kontaktiert und nach

schriftlicher Einwilligungserklarung fiir die Studie eingetragen.

Zusatzlich wurden Patienten, bei denen eine PVT mit oder ohne LCi sowie eine LCi ohne
PVT neu entdeckt wurde, wéhrend des Verlaufs der Studie nach schriftlicher
Einwilligunserklarung aufgenommen. Es wurden auch Patienten kontaktiert, von denen ein
Teil der Daten bzw. die Blutproben fir die Untersuchung der Gen-Mutationen fehlten. Daflr

wurde der Patient ans Klinikum rechts der Isar gebeten und die Blutproben abgenommen.

Bevor mit der Studie begonnen wurde, ist diese von der Ethikkommission der Fakultat fir
Medizin der Technischen Universitdt Munchen begutachtet und zustimmend bewertet

worden.

An der Studie haben nur Patienten teilgenommen, von denen vorher eine schriftliche
Einwilligungserklarung eingeholt worden ist. In dieser Erklarung stand das Prinzip der Studie
beschrieben und es wurde erkléart, wofiir die eingeholten Daten verwendet werden. Die
Patienten sind somit sowohl schriftlich als auch mindlich ausfuhrlich tber den Ablauf der

Studie informiert worden.
3.3 Patienten

In der Fallgruppe (FG) (LCi+/PVT+) wurden Patienten mit LCi und PVT, aber ohne
bekannten MPD in der Vorgeschichte, auf das VVorhandensein der JAK2 V617F Mutation, der
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FVL G1691A Mutation und der Prothrombin G20210A Mutation untersucht. Die Daten der
FG wurden dann mit 2 Kontrollgruppen verglichen. Bei der Kontrollgruppe 1 (KG1)
(LCi+/PVT-) handelte es sich um Patienten, bei denen eine LCi ohne begleitende PVT
festgestellt wurde. In der Kontrollgruppe 2 (KG2) (LCi-/PVT+) hatten die Patienten eine
PVT, jedoch fehlte das Vorhandensein einer LCi. Nach intensivem Studium der
Krankenakten konnten am Ende 93 Patienten in die Studie aufgenommen werden. Davon
gehorten 21 Patienten der FG (LCi+/PVT+) an. Die KG1 (LCi+/PVT-) bestand aus 43
Patienten und die KG2 (LCi-/PVT+) hatte 29 Patienten.

Gruppe 1: Fallgruppe Patienten mit LCi und PVT (21 Patienten)

Gruppe 2: Kontrollgruppe 1 Patienten mit LCi ohne PVT (43 Patienten)

Gruppe 3: Kontrollgruppe 2 Patienten ohne LCi mit PVT (29 Patienten)

Tab. 4: Verteilung der Patientengruppen

3.4 Erfasste Parameter

Genaue Angaben (ber die erfassten Parameter der Patienten werden in der Tab. 5 dargestellt.
Fehlende Angaben werden in der Tab. 6 gezeigt.

Neben den demografischen Daten wie Alter und Geschlecht wurden klinische Daten mit Hilfe
der Krankenakten erfasst. Dabei wurde das Vorhandensein einer PVT und einer LCi

dokumentiert. Zuséatzlich wurde die Ursache der LCi ermittelt.

Die folgenden Laborwerte wurden bei den Patienten wiederum mit Hilfe der Krankenakten
sowie der elektronischen Datenbanken (SAP) erhoben: Hamoglobin, Leukozyten,
Thrombozyten, International Normalized Ratio (INR), Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(@PTT), Bilirubin im Serum, Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase
(ALT), Alkalische Phosphatase (AP), Gamma-Glutamyltransferase (y-GT), Albumin im

Serum, Gesamtproteine im Serum, Kreatinin im Serum und Blutharnstoff.

Der Schweregrad der LCi wurde mit Hilfe der Child-Pugh-Klassifikation ermittelt. Fur diese
Einteilung waren neben den Laborparametern Albumin im Serum, Bilirubin im Serum und
Quick, die in der Sonografie ermittelte Aszitesmenge sowie der Grad der hepatischen
Enzephalopathie erforderlich. AulRerdem wurde der Schweregrad der LCi zusétzlich mit dem
MELD-Score berechnet. Fur diesen wurden die Laborparameter Kreatinin im Serum,

Bilirubin im Serum und der INR-Wert verwendet. Aufgrund fehlender Laborwerte konnte die
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Child-Pugh-Klassifikation und der MELD-Score nur in 29/64 beziehungsweise in 56/64

Féallen der Patienten mit LCi berechnet werden.

Die Blutuntersuchungen erfolgten bei den Patienten mit PVT (LCi+/PVT+ Gruppe und LCi-
[PVT+ Gruppe) in etwa um den Zeitraum der Diagnosestellung.

LCi+/PVT+ LCi+/PVT- LCi-/PVT+
Fallgruppe Kontrollgruppe 1 Kontrollgruppe 2
(FG) (KG1) (KG2)
Anzahl der Patienten, n 21 43 29
Alter, Jahre 55+9 58+10 55+15
Geschlecht, Frauen 6 17 11
PVT,n 21 0 29
LCi,n 21 43 0
Alkoholische LCi, n 8 36 -
LCi durch Hepatitis B oder C, | 5 6 -
n
Kryptogene LCi, n 3 3 -
LCi durch Primar biliare 2 1 -
Zirrhose (PBC), n
LCi durch Primér sklerosier- | 2 0 -
ende Cholangitis (PSC) , n
LCi durch Morbus Wilson,n | 1 0 -
Child-Pugh-Score, Punkte: 9,423 8,4+2,6 -
MELD-Score Punkte: 15,4 (6,4-28,0) 17,2 (7,5-47,5) -
Hé&moglobin, g/dI 11,8+2,3 10,7£1,9 12,3£2,3
Leukozyten, g/l 6,4 (2,7-10,5) 6,5 (3,1-19,0) 7,9 (3,0-12,7)
Thrombozyten, g/l 71 (32-208) 100 (39-247) 261 (47-633)
International normalized 1,3 (1,0-2,2) 1,4 (1,1-3,0) 1,1 (1,0-1,6)
Ratio (INR)
Aktivierte partielle Thrombo- | 45 (32-59) 43 (32-81) 33 (27-49)
plastinzeit (aPTT), sec
Bilirubin i.S., mg/dl 2,3(0,2-9,8) 2,7 (0,7-27,0) 0,9 (0,3-3,3)
Aspartat-Aminotransferase 54,0 (23,0-418,0) 56,0 (24,0-661,0) 36,0 (19,0-85,0)
(AST), U/l
Alanin-Aminotransferase 32,0 (17,0-336,0) 37,0 (12,0-108,0) 33,0 (12,0-159,0)
(ALT), U/l
Alkalische Phosphatase (AP), | 104 (55-574) 147 (67-345) 111 (66-633)
U/l
Gamma-Glutamyltransferase | 72 (11-730) 111 (34-1635) 121 (17-1158)
(y-GT), U/l
Albumin i.S. g/dl 3,0£0,9 3,1£0,6 4,2+0,4
Gesamtproteine 6,0+2,0 6,2+0,9 7,0£1,2
i.S., g/dl
Kreatinin i.S., mg/dl 0,9 (0,6-2,7) 0,9 (0,6-3,5) 0,8 (0,6-1,1)
Blutharnstoff, mg/dI 17 (7-102) 19 (6-74) 12 (5-17)

Tab. 5: Erfasste Parameter der Patienten
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Fehlende Laborwerte, n Fallgruppe Kontrollgruppe 1 Kontrollgruppe 2
n=21 n=43 n=29
H&moglobin 1 1 1
Leukozyten 1 1 1
Thrombozyten 1 1 1
INR 1 5 2
aPTT 1 5 2
Bilirubin i.S. 2 0 4
AST 2 8 2
ALT 4 10 2
AP 4 8 4
v-GT 4 8 3
Albumin i.S. 6 28 22
Totalproteine i.S. 11 26 11
Kreatinin i.S. 1 2
Blutharnstoff 5 11 4

Tab. 6: Fehlende Laborparameter der Patienten
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3.5 Nachweis der JAK2 V617F-, Prothrombin G20210A, -und FVL G1691A

Mutation

Die DNA der Blutproben wurde anhand von Standardverfahren aufgearbeitet (Qiagen Blood
and Tissue Kit, Qiagen Inc., Valencia, California), die Konzentration photometrisch bestimmt
(Nanodrop ® [Thermo scientific]), und alle Proben auf eine Konzentration von 30 ng/ul
eingestellt. Der Nachweis der JAK2 V617F Mutation, der Prothrombin G20210A Mutation
und der FVL G1691A Mutation wurde mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse mit dem Roche
LigthCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
durchgefiihrt. Es ist ein auf Platten basierendes ,,Realtime PCR-Verfahren®“, welches eine
Mutationsanalyse mittels Schmelzkurven ermoglicht. Die Software des LightCycler 480 zur
Genotypisierung und zur Auffindung von Mutationen kann kombiniert werden mit
optimierten Reagentien, die sowohl fiir die Genotypisierung als auch fiir die Gensuche
gemacht sind. Dieses System ermdglicht exakte Werte, die auf der Grundlage von Profilen
der Schmelzkurvenanalysen entstehen (Grievink & Stowell, 2008; Hoffmann, Hurlebaus, &
Weilke, 2008).

,Real-Time-PCR*: Um schnelle Mutationsanalysen in groBeren Mengen durchzufiihren, wird
die sogenannte ,Real-Time-PCR*“ verwendet. Hierbei erfolgt im Rahmen der
Mutationsanalyse im ersten Schritt nur eine Amplifikation des Genabschnittes von Interesse
mit konventionellen Primern (FP, RP).

Im néchsten Schritt erfolgt die eigentliche Mutationsanalyse mit Hilfe von Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) Hybridisierungsproben (FRET-Sonden), die bereits wahrend
der RT-PCR im Probengefa wvorhanden sind. Hierbei handelt es sich um zwei
Oligonukleotide, die an benachbarten Sequenzen eines DNA Abschnittes im Bereich der
Mutation binden. Jede Sonde ist mit einem unterschiedlichen Farbstoff markiert. Eine
messbare Lichtemission erfolgt nur, wenn sich die Farbstoffe in unmittelbarer Nachbarschaft
zueinander befinden, wenn also die Sonden an die Zielsequenz gebunden haben. Da bei
niedriger Temperatur (fast) alle Sonden an die Zielsequenz gebunden haben, resultiert eine
hohe Lichtemission. Bei steigender Temperatur l6sen sich die Bindungen langsam, bis ab
einer bestimmten Temperatur nahezu alle Sonden in ungebundener Form vorliegen. Wéhrend
dieses ,,Schmelzens” der Sonden von der DNA nimmt die Lichtemission ab, da sich
zunehmend weniger Farbstoffe in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander befinden. Die
Sondensequenz kann komplementar zur Wildtyp (wt)-DNA oder komplementar zur DNA mit
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der Punktmutation sein. Bei einer Sondensequenz komplementar zur Wildtyp (wt)-Sequenz
ist die Bindung der Sonden an wt-DNA stérker als die Bindung der Sonden an einen DNA
Abschnitt mit der Punktmutation. Dies hat zur Folge, dass sich bei steigender Temperatur die
Bindung einer Sonde von einem mutierten DNA Abschnitt bei niedrigerer Temperatur 16st als
von einer wt-DNA, d.h. die Lichtemission nimmt bereits bei einer niedrigeren Temperatur ab.
Umgekehrt ist die Situation, wenn die Sondensequenz komplementdar zur mutierten DNA

Sequenz ist.

In jedem Fall kann anhand der verschiedenen Temperaturen, bei denen es zu einer Reduktion

der Lichtemission kommt, das Vorhandensein der Mutation gezeigt werden (Abb. 6).

Die Sequenz der Primer und Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer ~ (FRET)
Hybridisierungssonden waren aus der Literatur bekannt (Ameziane et al., 2003; Sutton, Allen,
Zhao Zhizhuang, & Dunn, 2007) und werden in der Tab. 7 gezeigt. Bei der
Schmelzkurvenanalyse mittels FRET-Sonden handelt es sich um eine sehr sensitive
Mutationsnachweismethode. Sie ist eine schnelle, sichere und einfache Nachweismethode flr
die JAK2 Mutation, die Faktor-V-Leiden Mutation und die Prothrombin Mutation. Zudem ist

sie gunstiger als manch andere Nachweismethoden (Ameziane et al., 2003).

Die Rahmenbedingungen und der Aufbau fir die Schmelzkurvenanalyse werden in der Tab. 8

gezeigt.

Die gewonnene DNA aus HEL-Zellen diente als positive Kontrolle fur den Nachweis der
JAK2 V617F Mutation (Quentmeier, MacLeod, Zaborski, & Drexler, 2006). Um die Allellast
der JAK2 V617F Mutation bei ihren Gentragern zu bestimmen, wurden Schmelzkurven mit
einer Verdinnungsreihe bestehend aus der DNA von HEL-Zellen ermittelt und mit den
Schmelzkurven der Patienten verglichen. Der zuverlassig ermittelbare Mindestwert der JAK?2
V617F Allellast waren 5%.

Als positive Kontrolle fir den Nachweis der FVL G1691A Mutation und der Prothrombin
G20210A Mutation dienten die Kontrollvorlagen des Faktor V Leiden Kit und des Faktor 1l
(Prothrombin) G20210A Kit (beide wurden mit Roche Diagnostics durchgefiihrt). DNA von
einer gesunden Person diente als Negativkontrolle, eine ,,No Template Control*“ (NTC) diente

als Kontaminationskontrolle.

Die représentativen Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse werden in der Abb. 6 gezeigt.

28



Methoden

;’r?r;";";‘”s' TTC CTT AGT CTT TCT TTG AAG CA

o | RUCkWErs- | e A1 TG AAA CTG AAT TTT CT

v N primer

< © i _

S S F';"rggae“o”s LC640-CGT CTC CAC AGA CAC ATA CTC C-SPC3I
;’r%rsgkerungs' AGG CAT TAG AAA GCC TGT AGT TTT ACT TAC T-FLU
vorwarts- CCG CTG GTA TCA AAT GGG

< | primer

2 g Ruckwarts- | » 7\ TAG TAT TAC TGG CTC TTC CT

S i primer

([ i -

£ & Mutations TGA CTC TCA GCG AGC CTC AAT G-FLU

E O probe
;/r%rsgkerungs‘ LC640-CCA GTG CTA TTC ATG GGC AGC T-SPC3I
Vorwarts- CCC CAT TAT TTA GCC AGG AG
primer

< Ruckwarts- | \ 1o AGA GAC ATC GCC TCT GG
SI S primer
O T

"5 :;/'rggae“ons' AGA TCC CTG GAC AGG CGA GGA ATA-FLU

;/reorsgkerungs’ LC640-GGT ATT TTG TCC TTG AAG TAA CCT TTC AG-SPC3I

Tab. 7: Primer und Proben, die fur den Nachweis der jeweiligen Mutation verwendet wurden.

Die roten Nukleotide markieren die Seite der Mutation. Es werden Wild-Typ Allele gezeigt.

Temperatur°C | Zeit Anstiegsrate C/s | Akquirierung
Erstdenaturierung 95°C 10 min. |44 Keine
o 95°C 10sec. |44 Keine
ﬁTspllflkatlonszyklen 58°C 20sec. | 2.2 Keine
72°C 10sec. |44 Keine
95°C 1 min. 4.4 Keine
Schmelzkurve 40°C 1 min. 1,5 Keine
75°C N/A 0,11 Kontinuierlich
Kuhlung 40°C 30sec. |22 Keine

Tab. 8: Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Protokoll fuir die Amplifikation und Schmelzkurvenanalyse der JAK2
V617F-, Prothrombin G20210A- und FVL G1691A Mutation.
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Abb. 6: Repréasentative Schmelzkurven der Patienten und Kontrollen fur die JAK2 V617F-, FVL G1691A, -und
Prothrombin G20210A Mutation

Die Kurven wurden hergeleitet, indem die Anderungen des Fluoreszenz-Signals im Verlauf
der Zeit auf der Y-Achse (dF/dT) mit der Temperatur (°C) auf der X-Achse korreliert wurden.
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A) JAK2 V617F Mutation: Der erste Peak bei 56,8 °C zeigt die Mutant-Allele, der zweite
Peak bei 65,5 °C zeigt die Wild-Typ Allele. Die roten Kurven resultieren aus den
homozygoten HEL Zelllinien (Positiv-Kontrolle). Die blauen Kurven zeigen gesunde
Individuen. Die griinen und die braunen Kurven kennzeichnen Patienten, die heterozygot sind
im Bezug auf die JAK2 V617F. Die lilane Linie zeigt die ,,No Template Control®, bei der

kein Amplifikationsprodukt erscheint.

B) FVL G1691A Mutation: Der erste Peak bei 61,8 °C zeigt die Mutant-Allele, wohingegen
sich der Peak bei 65,6 °C auf die Wild-Typ Allele bezieht. Die blauen Kurven deuten auf
gesunde Individuen hin. Die roten Kurven bezeichnen Patienten, die heterozygot sind im
Bezug auf die FVL G1691A Mutation. Es ist zu beachten, dass die Patienten homozygot fir
die FVL G1691A Mutation sind, die keinen Peak bei 65,6 °C zeigen (grine Kurve). Die
hellblauen Linien zeigen, die ,,No Template Control“, bei der kein Amplifikationsprodukt
erscheint.

C) Prothrombin G20210A Mutation: Der erste Peak bei ungefahr 64,2 °C zeigt die Mutant-
Allele und der Peak bei 68°C présentiert die Wild-Typ Allele. Die roten Kurven stellen die
Patienten dar, die heterozygot in Bezug auf die Prothrombin G20210A Mutation sind. Die
blauen Kurven zeigen gesunde Individuen. Die grinen Linien zeigen, die ,,No Template

Control®, bei der kein Amplifikationsprodukt erscheint.
3.6 Statistische Analyse

Zur Analyse der statistischen Daten wurden sowohl deskriptive als auch explorative
Methoden verwendet. Eine Beschreibung der Daten erfolgte durch MessgroRen fur Lage und
Variabilitat.

Abhangig von der Art der Verteilung, sind die quantitativen MessgroRen durch den
Mittelwert £+ Standardabweichung (bei normal verteilten Daten) oder den Median und
Perzentilabstand (5% Perzentil — 95% Perzentil) (bei nicht normal verteilten Daten) gegeben.
Ebenso wurden entsprechende Vergleiche der Studiengruppen bei normal verteilten Daten mit
Hilfe des Student’s T-Test durchgefiihrt. Bei Gruppenvergleichen von nicht normal verteilten

Daten wurde hingegen der nicht parametrische Wilcoxon-Rangsummen-Test verwendet.

Die Verteilung der qualitativen Daten wurde anhand von Kontingenztabellen, welche sowohl
absolute als auch relative H&aufigkeiten beinhalten, aufgezeigt. Der Vergleich der relativen

Hé&ufigkeiten wurde in Abhangigkeit von den erwarteten Zellhdufigkeiten mittels Pearsons
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Chi-Quadrat Test oder dem exakten Test nach Fisher angestellt. Alle Tests wurden auf einem

2-seitigen 5%-Signifikanzniveau durchgefuhrt.

Die statistischen Auswertungen erfolgten unter Verwendung des Programmpaketes IBM
SPSS Statistics 19 (SPSS inc., Chicago, IL, USA) und dem statistischen Software-Paket R
(The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten und Patientenkriterien

Wahrend der Studienperiode erfillten urspriinglich 144 Patienten die Einschlusskriterien fir
diese Studie. Von diesen 144 Patienten verweigerten allerdings 32 die notige
Einverstandniserklarung und konnten somit nicht in die Studienanalyse aufgenommen
werden. VVon diesen 32 Patienten, die dann von der Studie ausgeschlossen wurden, gehorten 6
Patienten der LCi+/PVT+ Gruppe (FG) an, 24 Patienten waren ursprunglich Teil der Gruppe
der LCi+/PVT- (KG1) und 2 Patienten davon hatten der LCi-/PVT+ Gruppe (KG2) angehort.

19 Patienten wurden aufgrund eines hepatozelluldren Karzinoms von der Studienanalyse
ausgeschlossen. Von diesen 19 Patienten waren 7 Patienten urspringlich in der Gruppe der

LCi+/PVT+ und 12 Patienten davon gehdrten urspringlich in die LCi+/PVT- Gruppe.

Nach Ausschluss der oben genannten Patienten standen 93 Patienten zur Untersuchung in der
gegenwartigen Studie zur Verfigung. Die Anzahl und Verteilung der jeweiligen

Patientengruppen wird in der Abb. 7 dargestellt.

Patienten, die eine LCi mit gleichzeitiger Diagnose einer PVT hatten, gehorten in die zu
untersuchende Fallgruppe (FG) (LCi+/PVT+ Gruppe; 21 Patienten). Die Kontrollgruppe 1
(KG1) beinhaltete diejenigen Patienten, die als Diagnose eine LCi ohne bestehender PVT
hatten (LCi+/PVT- Gruppe; 43 Patienten). In der Kontrollgruppe 2 (KG2) befanden sich nun
die Patienten, bei denen eine PVT in Abwesenheit einer LCi diagnostiziert wurde (LCi-
/PVT+ Gruppe; 29 Patienten).

Alle Patienten

n=93
I
I
Patienten mit PVT
n=50
[
I |
Patienten mit LCi und PVT Patienten mit mit PVT und ohne LCi Patienten mit mit LCi und ohne PVT
(LCi+/PVT+ Gruppe) (LCi-/PVT+ Gruppe) (LCi+/PVT- Gruppe)
n=21 n=29 n=43
FALLGRUPPE KONTROLLGRUPPE 2 KONTROLLGRUPPE 1

Abb. 7: Anzahl und Verteilung der jeweiligen Patientengruppen
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4.1.1 Alter und Geschlecht der Patienten

In der LCi+/PVT+ Gruppe (FG) hatten die Patienten ein Alter von 5519 Jahren. Bei der
LCi+/PVT- Gruppe (KG1) waren es 58+10 Jahre und in der Grppe der LCi-/PVT+ (KG2)
waren die Patienten 55+15 Jahre alt. Es zeigten sich keine signifikanten Altersunterschiede

zwischen den Gruppen. Siehe dazu Tab. 9:

LCi+/PVT+ | LCi+/PVT- | LCIi-/PVT+ p-Wert der
(FG) (KG1) (KG2) Gruppenvergleiche
FGvgl. | FGvgl. | KG1vgl
KG1 KG2 KG2
Alter, Jahre | 559 Jahre 58+10 Jahre | 55+15 Jahre | 0,296 0,959 | 0,357

Tab. 9: Vergleich des Alters zwischen den Patientengruppen

In der LCi+/PVT+ Gruppe (FG) waren insgesamt 21 Patienten vertreten. VVon diesen 21
Patienten waren 6 Frauen (29%). Bei der LCi+/PVT- Gruppe (KG1) hatten von insgesamt 43
Patienten 17 davon das weibliche Geschlecht (40%). Von der LCi-/PVT+ Gruppe (KG2)
waren von insgesamt 29 Patienten 11 davon weiblich (38%). Alle 3 Patientengruppen

bestanden aus mehr Mannern als Frauen. Siehe dazu Tab. 10.

LCi+/PVT+ | LCi+/PVT- | LCI-/PVT+ p-Wert der
(FG) (KG1) (KG2) Gruppenvergleiche

FG vgl. FG vgl. KG1 vgl.
KG1 KG2 KG2

Anzahl der 21 43 29 -

Patienten, n

Geschlecht, | 6 (29%) 17 (40%) 11 (38%) 0,391 0,490 0,891

Frauen

Tab. 10: Vergleich des Geschlechts zwischen den Patientengruppen

4.1.2 Laborparameter der Patienten

Erwéhnt werden v.a. die Laborparameter, welche bei den Gruppenvergleichen relevante
Unterschiede zeigten. Fir alle tbrigen Vergleiche der Laborwerte siehe Tab. 11. Fett
gedruckte Zahlenwerte in der Tab. zeigen eine statistische Signifikanz.
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H&moglobin (g/dl): Ein signifikanter Unterschied bei den H&moglobinwerten bestand
zwischen der KG1 und der KG2 (p-Wert=0,003). Dabei hatten Patienten der LCi+/PVT-
Gruppe niedrigere Hd&moglobinwerte als Patienten der LCi-/PVT+ Gruppe.

Leukozyten (g/l): Bei den Durchschnittswerten der Leukozyten zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen.

Thrombozyten (g/l): Ein signifikanter Unterschied bei der durchschnittlichen
Thrombozytenzahl zeigte sich zwischen der FG und der KG1, der FG und der KG2 sowie
zwischen der KG1 und der KG2 (p-Wert=0,019 bzw. p-Wert <0,001 bzw. p-Wert <0,001).

Patienten mit LCi zeigten deutlich niedrigere Thrombozytenzahlen als Patienten ohne LCi.

INR: Die FG hatte eine signifikant hohere INR als die KG2 (p-Wert=0,004). So hatte auch die
KG1 eine signifikant hohere INR als die KG2 (p-Wert <0,001).

aPTT (sec): Die FG hatte eine signifikant hohere aPTT als die KG2 (p-Wert <0,001). Auch
die KG1 hatte eine signifikant hohere aPTT als die KG2 (p-Wert <0,001).

Bilirubin i.S. (mg/dl): Die LCi+/PVT+ Gruppe (FG) hatte signifikant hohere Bilirubinwerte
als die LCi-/PVT+ Gruppe (KG2) (p-Wert=0,001). Die LCi+/PVT- Gruppe (KG1) hatte auch
signifikant hohere Bilirubinwerte als die LCi-/PVT+ Gruppe (KG2) (p-Wert <0,001).
Patienten mit LCi zeigten somit hohere Bilirubinwerte als Patienten ohne LCi.

AST (U/l): Bei den Patienten der KG1 mit LCi waren die AST-Werte signifikant héher als bei
der KG2, die keine LCi hatte.

ALT (U/l), AP (U/l): Bei diesen Werten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Patientengruppen.
v-GT (U/l): Die FG zeigte signifikant niedrigere Werte als die KG1 (p-Wert=0,022)

Albumin i.S. (g/dl): Die FG hatte signifikant niedrigere Albumin-Werte als die KG2. So hatte
auch die KG1 niedrigere Werte als die KG2. Patienten mit LCi hatten somit niedrigere

Albuminwerte als Patienten ohne LCi.

Gesamtproteine i.S. (g/dl): Bei diesem Wert gab es keine signifikanten Differenzen zwischen

den einzelnen Gruppen.

Kreatinin i.S. (mg/dl): Auch bei diesem Wert zeigten sich keine signifikanten Differenzen

zwischen den 3 Untersuchungsgruppen.
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Blutharnstoff (mg/dl): Bei diesem Wert zeigte sowohl die FG als auch die KG1 signifikant
héhere Werte als die KG2. Somit hatten Patienten mit LCi deutlich héhere Blutharnstoffwerte

als Patienten ohne LCi.

LCi+/PVT+ LCi+/PVT- LCi-/PVT+ p-Wert der
(FG) (KG1) (KG2) Gruppenvergleiche

FG vgl. FG vgl. KG1 vgl.
KG1 KG2 KG2

Laborchemische Parameter:

Héamoglobin, 11,8+2,3 10,7419 12,3£2,3 0,067 0,475 0,003

g/dl, norm: f;

11,7-15,7; m:

13,3-17,7

Leukozyten, g/l, | 6,4 (2,7-10,5) 6,5 (3,1-19,0) 7,9 (3,0-12,7) 0,275 0,177 0,919

norm: 4,3-10

Thrombozyten, | 71 (32-208) 100 (39-247) 261 (47-633) 0,019 <0,001 | <0,001

g/l, norm: 150-

450

INR, norm: 0,8- | 1,3 (1,0-2,2) 1,4 (1,1-3,0) 1,1 (1,0-1,6) 0,295 0,004 <0,001

1,2

aPTT, sec, 45 (32-59) 43 (32-81) 33 (27-49) 0,840 <0,001 | <0,001

norm: 35-40

Bilirubin i.S., 2,3(0,2-9,8) 2,7 (0,7-27,0) 0,9 (0,3-3,3) 0,891 0,001 <0,001

mg/dl, norm:

bis 1,1

AST, U/l, norm: | 54,0 (23,0-418,0) | 56,0 (24,0-661,0) | 36,0 (19,0-85,0) | 0,704 0,052 0,003

f: < 35; m: <59

ALT, U/l, norm: | 32,0 (17,0-336,0) | 37,0(12,0-108,0) | 33,0 (12,0-159,0) | 0,782 0,952 0,829

f:<35; m: <50

AP, U/l, norm: 104 (55-574) 147 (67-345) 111 (66-633) 0,136 0,768 0,294

f: 35-105; m:

40-130

v-GT, U, 72 (11-730) 111 (34-1635) 121 (17-1158) 0,022 0,192 0,737

norm: f: < 40;

m: < 60

Albumin i.S. 3,0£0,9 3,1£0,6 4,240,4 0,691 0,001 <0,001

g/dl, norm: 3,5-

53

Gsamt-proteine | 6,0+2,0 6,2+0,9 7,0£1,2 0,719 0,168 0,041

i.S., g/dl, norm;

6,4-8,3

Kreatinini.S., 0,9 (0,6-2,7) 0,9 (0,6-3,5) 0,8 (0,6-1,1) 0,982 0,059 0,051

mg/dl, norm:

0,5-1,2

Blutharnstoff, 17 (7-102) 19 (6-74) 12 (5-17) 0,768 0,016 0,016

mg/dl, norm:

12-48

Tab. 11: Vergleich laborchemischer Parameter der Patienten. Mit Blau sind die Referenzwerte markiert (Dorner,

2006).

4.2 Pfortaderthrombose

Insgesamt wurde bei 50 Patienten (FG und KG2) eine PVT festgestellt. Dabei hatten 21
Patienten der FG (LCi+/PVT+) eine PVT, was 42% entspricht. Die restlichen 29 Patienten
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(58%) mit der Diagnose einer PVT gehorten der KG2 (LCi-/PVT+) an, wie in Tab. 12

ersichtlich.

Anzahl der Patienten mit PVT, n gesamt: 50

FG (LCi+/PVTH) 21 Patienten, 42 %

KG2 (LCi-/PVT+) 29 Patienten, 58%

Tab. 12: Haufigkeitsverteilung der PVT

Dabei erfolgte die Diagnosesicherung primar mit Hilfe der Sonografie. Bei 38 Patienten und
somit 76% wurde die PVT sonografisch gesichert. Bei 11 Patienten (22%) wurde die
Diagnose mit Hilfe der CT gestellt. Nur bei einem Patienten erfolgte die Diagnosestellung der
PVT durch die MRT, was einem Prozentanteil von 2% der gesicherten PVTs entspricht. Siehe
Tab. 13.

Diagnosesicherung der PVT bei den 50 PVT Patienten

Sonografie 38 Patienten, 76 %
CT 11 Patienten, 22 %
MRT 1 Patient, 2%

Tab. 13: Haufigkeitsverteilung der PVT Diagnosesicherung

4.3 Leberzirrhose

Insgesamt zeigten 64 Patienten (FG und KG1) eine LCi. Davon waren 21 Patienten in der FG
(LCi+/PVT+). 33% der Patienten mit LCi waren in der FG. Die restlichen 43 Patienten (67%)
mit LCi waren in der KG1 (LCi+/PVT-). Siehe dazu Tab. 14.

Anzahl der Patienten mit LCi, n gesamt: 64

FG (LCi+/PVTH+) 21 Patienten, 33%

KG1 (LCi+/PVT-) 43 Patienten, 67%

Tab. 14. Haufigkeitsverteilung der LCi

Zu den Ursachen der LCi zahlten die folgenden (fiir die genaue Verteilung der Ursachen siehe
Tab. 15):
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Alkohol: Bei 8 von 21 Patienten der FG wurde die LCi durch Alkohol verursacht. Dies
entspricht einem Prozentanteil von 38%. Bei der KG1 zeigten 36 von 43 Patienten (84%) eine
LCi, die durch Alkohol verursacht wurde. Bei den Patienten der KG1 (LCi+/PVT-) wurden
signifikant mehr LCi durch Alkohol verursacht als bei den Patienten der FG (LCi+/PVT+).

Chron. Hepatitis B und C: 5 von 21 Patienten (24%) der FG zeigten eine chron. Hepatitis B
oder C als Ursache fur die Entstehung einer LCi. Bei der KG1 waren 6 von 43 (14%) LCin
durch chron. Hepatitis B oder C verursacht. Bei beiden Gruppen trat diese Ursache mit einer
ahnlichen Haufigkeit auf.

Kryptogen: Eine kryptogene LCi zeigte sich bei 3 von 21 Patienten (14%) der FG. In der KG1
wiesen 3 von 43 Patienten (7%) eine kryptogene LCi auf. Zwischen der PVT+/LCi+ Gruppe
und der LCi+/PVT- Gruppe konnte kein signifikanter H&ufigkeitsunterschied bei der
Entstehung einer kryptogenen LCi nachgewiesen werden.

PBC: Bei 2 von den insgesamt 21 Patienten der FG wurde die LCi durch eine Primér biliére
Zirrhose verursacht. Dies waren 10%. Bei der KG1 hatte 1 von den insgesamt 43 Patienten
eine LCi, die durch eine PBC verursacht wurde. Dies entspricht einem Prozentanteil von 2%.

Die LCi wurde in beiden Gruppen dhnlich haufig durch PBC verursacht.

PSC: Die Primar skleorsierende Cholangitis war bei 2 von 21 Patienten (10%) der FG
verantwortlich fur eine LCi. Keiner der 42 Patienten (0%) in der KG1 zeigte eine LCi, die
durch eine PSC verursacht wurde. Auch die PSC als Ursache fiur eine LCi zeigte in den

beiden Vergleichsgruppen keinen signifikanten Haufigkeitsunterschied.

Morbus Wilson: Bei 1 Patienten (5%) der FG wurde die LCi durch einen Morbus Wilson
verursacht. Bei keinem der Patienten (0%) in der KG1 wurde ein Morbus Wilson als Ursache
fur die LCi festgestellt. Auch hier war die Haufigkeitsverteilung der Ursache in beiden
Vergleichsgruppen (LCi+/PVT+ und LCi+/PVT-) dhnlich und zeigte somit Kkeinen
signifikanten Unterschied.
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n (%)

Ursachen der LCi LCi+/PVT+ (FG), | LCI+/PVT-(KG1), | p-Wertder
Gruppenvergleiche

21 Patienten 43 Patienten FG vgl. KG1

Alkoholische LCi, 8 Patienten, 38% 36 Patienten, 84% <0,001

n (%)?

Chron. Hepatitis B | 5 Patienten, 24% 6 Patienten, 14% 0,481*

oder C, n (%)?

Kryptogene LCi, 3 Patienten, 14% 3 Patienten, 7% 0,385*

n (%)?

PBC, n (%)? 2 Patienten, 10% 1 Patient, 2% 0,249*

PSC, n (%)? 2 Patienten, 10% 0 Patienten, 0% 0,104*

Morbus Wilson, 1 Patient, 5% 0 Patienten, 0% 0,328*

Tab. 15. Haufigkeitsverteilung der Ursachen bei den Patienten mit LCi

Fett gedruckte Zahlenwerte bedeuten statistische Signifikanz

* Exakter Test nach Fisher; a mehr als 1 atiologische Ursache fir die LCi bei 1 Patienten

mdoglich

Der Schweregrad der LCi wurde mit Hilfe der Child-Pugh-Klassifikation und des MELD-

Scores eingeteilt. Fur genaue Angaben siehe Tab. 16.

Child-Pugh-Score: In der FG zeigten die Patienten eine Punktevergabe von 9,3+2,3. Die KG1

hatte Punkte von 8,4+2,6. Die beiden Vergleichsgruppen zeigten keinen signifikanten

Unterschied in der Punktevergabe.

MELD-Score: Der durchschnittliche Wert des MELD-Scores lag in der FG bei 15,4 Punkten.
Die KG1 zeigte einen Durchschnittswert von 17,3 Punkten. Die Punkte der beiden Gruppen

zeigten somit &hnlich hohe Werte.
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Punktevergabe LCi+/PVT+ LCi+/PVT- p-Wert der '
o) oy (e
Child-Pugh-Klassifikation |9,4+2,3 8426 0,268
MELD-Score 15,4 17,2 0,377
(6,4-28,0) (7,5-47,5)

Tab. 16: Punktevergabe der Child-Pugh-KIassifikation und des MELD-Scores

Child-Pugh-Klassifikation: < 6 Punkte: Child A; 7-9 Punkte: Child B; 10-15 Punkte: Child C

4.4 JAK2 V617F Mutation

Fur die Verteilung der Mutation siehe Tab. 17. Fur die genaue statistische Auswertung siehe
Tab. 21.

Unter all den Patienten, die in dieser Studie ausgewertet wurden, konnte bei 11 Patienten die
JAK2 V617F Mutation erkannt werden. Die Allellast der JAK2 V617F Mutation bei den 11
Patienten, die Gentréger dieser Mutation waren, reichte von 5-50%. Die genaue Verteilung
der Allellast unter den 11 Gentrédgern sowie die Anzahl der Blutzellwerte (Leukozyten,
Thrombozyten und Hdmoglobin) werden in Tab. 18 gezeigt.

In der Gruppe der LCi+/PVT+ (FG) war die JAK2 V617F Mutation bei 2/21 Patienten
vorhanden. 10% der Patienten in der FG zeigten somit ein JAK2 V617F Mutation.

Dahingegen zeigte keiner (0%) der Patienten in der LCi+/PVT- Gruppe (KG1) die JAK2
V617F Mutation.

Bei den Patienten der LCi-/PVT+ Gruppe (KG2) konnte die Mutation in 9/29 Féllen und

somit bei 31% beobachtet werden.

Es bestand ein Unterschied zwischen dem Vorkommen der JAK2 V617F Mutation in der
Gruppe der LCi+/PVT+ (FG) und in der Gruppe der LCi+/PVT- (KG1) (10% verglichen mit
0%). Trotzdem war das Vorkommen dieser Mutation in der FG nicht signifikant hoher als in
der KG1 (p-Wert=0,104).

Die JAK2 V617F Mutation war bei den Patienten ohne LCi mit PVT (LCi-/PVT+ Gruppe)
(KG2) ofter vorhanden als bei den Patienten, die sowohl eine LCi als auch eine PVT
(LCi+/PVT+ Gruppe) (FG) hatten. Jedoch war das Vorkommen der JAK2 V617F Mutation
bei der KG2 nicht signifikant hoher als bei der FG.
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Ein signifikanter Unterschied im Vorkommen dieser Mutation zeigte sich jedoch zwischen
den Patienten mit PVT ohne LCi (LCi-/PVT+ Gruppe) (KG2) im Vergleich zu den Patienten
mit LCi ohne PVT (LCi+/PVT- Gruppe) (KG1) (Tab. 21).

Anzahl der Patienten mit JAK2 V617F Mutation, n gesamt: 11

FG (LCi+/PVT+) | 2von 21 Patienten, 10%

KG1 (LCi+/PVT-) | 0von 43 Patienten, 0%

KG2 (LCI-/PVT+) | 9 von 29 Patienten, 31%

Tab. 17: Vorkommen der JAK2 V617F Mutation bei den Untersuchungsgruppen

Gruppe Patienten | Leukozyten | Thrombozyten | Hamoglobin | Allellast
(G/L) (G/L) (g/dL) der JAK2
V617F
Mutation
(%)
FG 1 6,5 225 15,9 10
(LCH/PVTH 5 5.2 3 10,2 25
3 9,4 305 15,5 27
Ke2 4 3,2 77 15,6 5
(LCHPVT) g 11,0 461 12,4 50
6 8,3 1,176 7,9 25
7 12,5 153 12,3 30
8 9,7 567 14,1 5
9 8,1 553 15,0 28
10 3,0 53 8,2 5
11 12,7 589 15,1 10

Tab. 18: Anzahl der Blutzellwerte und Verteilung der Allellast unter den 11 JAK2 V617F Mutation Gentrégern
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4.5 FVL G1691A Mutation

Fur die Verteilung der Mutation siehe Tab. 19. Fur die genaue statistische Auswertung siehe
Tab. 21.

Unter allen ausgewerteten Patienten konnte die FVL G1691A Mutation insgesamt 8 Mal
entdeckt werden. Dabei zeigte sie sich bei 1 von den insgesamt 21 Patienten in der Gruppe
der LCi+/PVT+ (FG). Die Mutation wurde somit bei 5% der Patienten in dieser Gruppe
festgestellt.

Bei den Patienten der LCi+/PVT- Gruppe (KG1) konnte die FVL G1691A Mutation bei 5 von

43 Patienten entdeckt werden, was einen Prozentanteil von 12% ergibt.

Bei der LCi-/PVT+ Gruppe (KG2) hatten 2 von den insgesamt 29 Patienten in dieser Gruppe
eine FVL G1691A Mutation. Dies entspricht einem Prozentanteil von 7%.

Bei der FVL G1691A Mutation konnte kein signifikanter Unterschied betreffend die
Héufigkeit des Vorkommens dieser Mutation zwischen den 3 Patientengruppen, die in dieser

Studie evaluiert wurden, gefunden werden. (Tab. 21).

Anzahl der Patienten mit FVL G1691A Mutation, n gesamt: 8

FG (LCi+/PVTH+) 1 von 21 Patienten, 5%

KGL1 (LCi+/PVT-) 5 von 43 Patienten, 12%

KG2 (LCi-/PVT+) 2 von 29 Patienten, 7%

Tab. 19: Vorkommen der FVL G1691A Mutation bei den Untersuchungsgruppen

42



Ergebnisse

4.6 Prothrombin G20210A Mutation

Bei den insgesamt 93 untersuchten Patienten konnte die Prothrombin G20210A Mutation 5
Mal entdeckt werden. Dabei zeigte keiner der 21 Patienten mit LCi und PVT (LCi+/PVT+
Gruppe) (FG) eine Prothrombin G20210A Mutation.

Bei 1 von 43 Patienten (2%) mit LCi ohne PVT (LCi+/PVT- Gruppe) (KG1) konnte die
Prothrombin G20210A Mutation gefunden werden.

Bei 4 der insgesamt 29 Patienten (14%), die eine PVT ohne LCi (LCi-/PVT+ Gruppe) (KG2)
hatten, konnte diese Mutation nachgewiesen werden.

Die Haufigkeit des Vorkommens dieser Mutation zeigte keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Untersuchungsgruppen. (Tab. 20).

Anzahl der Patienten mit Prothrombin G20210 A Mutation,
n gesamt: 5

FG (LCi+/PVTH) 0 von 21 Patienten, 0%

KG1 (LCi+/PVT-) 1 von 43 Patienten, 2%

KG2 (LCi-/PVTH) 4 von 29 Patienten, 14%

Tab. 20: Vorkommen der Prothrombin G20210A Mutation bei den Untersuchungsgruppen

LCi+/PVT+ | LCi+/PVT- | LCI-/PVT+ p-Wert der
(FG) (KG1) (KG2) Gruppenvergleiche
FG vgl. FG vgl. KG1 vgl.
KG1 KG2 KG2

JAK2 V617F, 2/21 (10%) |0/43 (0%) 9/29 (31%) |0,104* |0,092* |<0,001*
n/n (%)

FVL G1691A, 1/21 (5%) 5/43 (12%) |2/29 (7%) |0,654* |>0,999* |0,694*
n/n (%)

Prothrombin 0/21 (0%) 1/43 (2%) 4/29 (14%) |>0,999* |0,129* |0,150*
G20210A,
n/n (%)

Tab. 21: Verteilung und statistische Auswertung der JAK2 V617F-, FVL G1691A -und Prothrombin G20210A
Mutation

Fett gedruckte Zahlenwerte bedeuten statistische Signifikanz.

*Exakter Test nach Fisher
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p=0.092

p<0.001
3 p=0.129

30 . JAK2 V617F Mutation

2% . Faktor V Leiden Mutation

%
0 20
p=0.104 D Prothrombin G20210A Mutation

wn

-

LCi+/PTV+ LCi+/PVT- LCi-/PVT+
Gruppe Gruppe Gruppe
Fallgruppe Kontrollgruppe 1 Kontrollgruppe 2

Abb. 8: Haufigkeitsverteilung der 3 Mutationen im Vergleich
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5. Diskussion

In dieser Studie wurde die Haufigkeit der JAK2 V617F-, FVL G1691A- und Prothrombin
G20210A Mutation bei Patienten mit LCi und bestehender PVT untersucht (FG). Diese
Patientengruppe wurde einerseits mit Patienten verglichen, bei denen eine LCi ohne das
Vorhandensein einer PVT vorlag. Andererseits wurde ein Vergleich zu Patienten gezogen, die

eine PVT in Abwesenheit einer LCi zeigten.

Vorherige Studien haben sich bereits mit der Pravalenz der JAK2 Mutation bei Patienten mit
Venenthrombosen im Splanchnikus-Gebiet (SVT) beschaftigt. Bei einer Uberwiegenden
Mehrheit dieser Studienuntersuchungen war von vornherein festgelegt worden, dass die
Anwesenheit einer LCi als Ausschlusskriterium fir eine Aufnahme in diese Studien galt
(Bayraktar et al., 2008; Colaizzo et al., 2007; De Stefano et al., 2007; Kiladjian et al., 2008;
Orr et al., 2010; Primignani et al., 2006; Sarin & Agarwal, 2002).

Im Gegensatz zu den vorherigen Studien war das Ziel dieser aktuellen Studie, die Haufigkeit
dieser Mutationen (JAK2 V617F, FVL G1691A und G20210A) bei Patienten mit bestehender
PVT und LCi zu untersuchen. Fur das Vorhaben dieser Untersuchungen gab es 2
Hauptgrinde. Zum einen konnten Patienten mit einer LCi, die zusatzlich diese
Genmutationen besitzen, ein besonders hohes Risiko fur die Entstehung einer PVT haben. Bei
Patienten mit einer LCi kann eine Lebertransplantation unter Umsténden notwendig sein. Aus
diesem Grund sollte das Risiko einer PVT und die dadurch entstehende Transformation der

Pfortader minimiert werden.

Zum anderen kann eine Knochenmarkssuppression bei Patienten mit LCi durch
multifaktorielle Griinde verursacht sein. Typisch fiir eine LCi ist eine Thrombozytopenie bei
Hypersplenismus und verminderter hepatischer Thrombopoetinbildung (Herold, 2013).
Deshalb kann es passieren, dass MPD, ausgeldst durch JAK2 Mutationen, im Rahmen einer
LCi Obersehen werden. Bei MPD kommt es zu einer autonomen Proliferation einer oder
mehrerer h&matopoetischer Zellreihen. In diesem Fall wére im Gegensatz zur LCi eine
Thrombozytose das typische Bild. Aufgrund der LCi kdnnte diese Thrombozytose jedoch
maskiert sein. Aus diesem Grund sind Standard-Blutbildanalysen bei Patienten mit LCi und
gleichzeitig bestehender MPD nicht geeignet (Briere, 2006; Chait et al., 2005; Herold, 2013;
Michiels et al., 2000; Michiels & Thiele, 2002; Qi, Yang, et al., 2011; Smalberg et al., 2011).
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5.1 JAK2 V617F Mutation

In dieser Studie zeigten etwa 30% der Patienten mit einer PVT ohne LCi (KG2) eine JAK2
V617F Mutation. Dieses Ergebnis stimmt mit vorherigen Daten berein, die zeigten, dass
JAK2 Mutation positive MPD h&ufig bei Patienten gefunden werden, die keine LCi haben
(DeLeve et al., 2009).

Dahingegen wurde bei keinem der 43 Patienten mit LCi ohne PVT (KGL1), die in dieser
Studie untersucht wurden, eine JAK2 V617F Mutation festgestellt. Eine JAK2 V617F
Mutation konnte allerdings bei 2 von 21 Patienten (10%) mit gleichzeitigem Bestehen einer
PVT und LCi (FG) nachgewiesen werden. Beide dieser Patienten, bei denen die JAK2
Mutation ein positives Ergebnis zeigte, hatten im Vorfeld keine Diagnose einer MPD. Die
Wichtigkeit des Ergebnisses der hier untersuchten FG wird dadurch hervorgehoben, dass die
JAK2 V617F Mutation in der Gesamtpopulation mit einer sehr geringen Haufigkeit von nur

ca. 0,2% vorkommt (Nielsen, Birgens, Nordestgaard, Kjaer, & Bojesen, 2011).

Es gibt einige vorhergehende Kohortenstudien, welche die Prévalenz der JAK2 V617F
Mutation bei Patienten mit LCi und SVT beschrieben haben (Colaizzo, Amitrano,
Guardascione, Balzano, & Margaglione, 2008; Qi et al., 2012; Xavier et al., 2010). Bei zwei
dieser Studien ist die Haufigkeit des Auftretens einer JAK2 V617F Mutation bei Patienten mit
PVT vergleichbar mit den Ergebnissen dieser aktuell durchgefiihrten Studie (Colaizzo et al.,
2008; Xavier et al., 2010). Dabei zeigten in der Studie von Colaizzo et al. 5,5% der 91
untersuchten Patienten mit bestehender SVT das VVorhandensein einer JAK2 V617F Mutation
(Colaizzo et al., 2008). Bei einer weiteren retrospektiven Studie wurden 20 Patienten mit SVT
untersucht. Von diesen 20 Patienten zeigten 2 Probanden (10%) eine JAK2 V617F Mutation
(Xavier et al., 2010). Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie von Qi et al. jedoch eine
Mutationspravalenz von nur 1,4% bei 71 untersuchten chinesischen Patienten mit LCi und
PVT (Qietal., 2012).

5.2 FVL G1691A -und Prothrombin G20210A Mutation

Die in dieser Studie erhobenen Daten bezlglich der Préavalenz der FVL G1691A und der
Prothrombin G20210A Mutation bei Patienten mit PVT waren vergleichbar mit denen aus
vorherigen Studien. Bei der hier durchgefiihrten Studie wurde die FVL G1691A Mutation bei
7% der Patienten mit PVT ohne LCi festgestellt. Die Prothrombin G20210A Mutation kam
bei diesen Patienten mit einer Haufigkeit von 14% vor. Bei vorangegangen Studien lag die
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Prévalenz der FVL G1691A Mutation bei 3-9% und die Pravalenz der Prothrombin G20210A
Mutation bei 3-22% in dieser Patientengruppe (Denninger et al., 2000; Dentali et al., 2008;
Janssen et al., 2000; Primignani et al., 2005; Smalberg et al., 2011). Bei der kaukasischen
Gesamtbevolkerung wurde das Vorkommen der FVL G1691A Mutation und der Prothrombin
G20210A Mutation mit einer Haufigkeit von 3-7% und ca. 2% beschrieben (Franchini, 2012;
Rosendaal et al., 1998).

Die Haufigkeit der FVL G1691A Mutation war zwischen den einzelnen
Untersuchungsgruppen dieser aktuellen Studie &hnlich verteilt. Dabei hatten 5% der FG
(LCi+/PVTH+), 12% der KG1 (LCi+/PVT-) und 7% der KG2 (LCi-/PVT+) die FVL G1691A
Mutation. Dahingegen war die Prothrombin G20210A Mutation mit 14% bedeutend 6fter bei
Patienten mit PVT ohne LCi (KG2) vorhanden. Im Vergleich dazu hatte kein Patient mit einer
LCi und PVT (FG) die Prothrombin G20210A Mutation. Auch bei Patienten mit LCi ohne
PVT (KG1) war diese Mutation nur bei 2% der Patienten vorhanden. Passend zu diesem
Ergebnis wird die Prothrombin G20210A Mutation als ein wichtiger Risikofaktor fir die
Entstehung einer PVT angesehen (Dentali et al., 2008; Smalberg et al., 2011).

5.3 Screening fur die JAK2 V617F Mutation

Aufgrund einer relativ geringen StichprobengréRe kann eine definitive Schlussfolgerung fir
die Pravalenz prothrombotischer Mutationen bei Patienten mit PVT und LCi weder mit den

Ergebnissen dieser Studie noch mit den Daten vorheriger Studien eindeutig belegt werden.

Trotzdem erbrachten die Resultate dieser Studie den klinisch bedeutsamen Nachweis, dass bei
ca. 5-10% der Patienten mit LCi und PVT die JAK2 V617F Mutation vorliegt. Im Gegensatz
zu diesen Ergebnissen kommt die JAK2 V617F Mutation in der Gesamtbevoélkerung jedoch
nur mit einer Haufigkeit von 0,2% vor (Nielsen et al., 2011). Somit ist es moglich, dass die

Pravalenz dieser Mutation in der klinischen Praxis unterschatzt wird.

Wahrend ein Screening fur die JAK2 V617F Mutation bei Patienten mit PVT ohne
zugrundeliegende Krankheit zu einem festen Teil der Diagnose gehort (Smalberg et al.,
2011), wird selbiges Screening nicht routinemalig bei Patienten mit LCi und PVT
durchgefihrt, da eine Reduktion des Blutflusses in der Pfortader als sehr haufige Ursache fiir
die PVT angenommen wird (Ogren et al., 2006; Okuda et al., 1985; Zocco et al., 2009).

Auf Basis der vorhandenen Daten konnen keine definitiven Schliisse Uber die Nutzlichkeit
eines Screenings fur die JAK2 V617F Mutation bei Patienten mit LCi und PVT gezogen
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werden (Qi, Yang, et al., 2011). Allerdings kdnnte es ein interessanter Ansatz fir kinftige
Studien sein, Patienten mit LCi, die ein erhohtes Risiko flr die Entstehung einer PVT haben,

mittels genetischem Screening zu identifizieren.

In Anbetracht der hohen Morbiditdt und Mortalitat, die mit einer PVT einhergehen, sind
weitere prospektive Untersuchungen zur Prévalenz dieser prothrombotischen Mutationen
(JAK2 V617F, FVL G1691A, Prothrombin G20210A) in der Gruppe der Patienten mit PVT
und LCi notig. Abhéngig von dieser Pravalenz, ware eine prospektive Studie, welche bei
Patienten mit LCi und zusétzlichen prothrombotischen Risikofaktoren die Nutzlichkeit einer
prophylatkischen Antikoagulationstherpie testet, der néchste Schritt. Hierzu sollte
optimalerweise kontrolliert-randomisiert ~ eine Gruppe  eine prophylaktische
Antikoagulationstherapie vs. keiner Antikoagulation verabreicht bekommen. Das kdnnte zur
Klarung beitragen, ob eine prophylaktische Antikoagulationstherapie das Risiko fir die
Entstehung einer PVT und deren Folgen bei Patienten mit LCi und prothrombotischen

Risikofaktoren minimiert.

5.4 Einschrankungen der Studie

Die Ergebnisse und Schlussfolgerungen dieser Studie unterliegen einigen Einschrankungen.
Trotz einer Studienperiode von fast zwei Jahren, wurde bei dieser Analyse nur eine begrenzte
Anzahl an Patienten untersucht. Die geringe Anzahl der Patienten limitiert daher die
statistische Aussagekraft der erhobenen Ergebnisse. Des Weiteren war die Ursache fir die
Entstehung einer LCi bei den untersuchten Patienten uneinheitlich, was jedoch dem
klinischen Alltag entspricht. Zudem wurde die hier dargelegte Studie nur an einem einzigen
Zentrum (Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat Munchen) durchgefiihrt, so
dass ein diesbezliglicher Bias in der Diagnostik und Therapie der Patienten nicht

ausgeschlossen werden kann.

Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Studie zeigen jedoch trotz dieser Einschrankungen,
dass bei einer relevanten Anzahl der Patienten mit LCi bei gleichzeitig bestehender PVT eine
JAK2 V617F Mutation vorliegt. Die Aufgabe zukinftiger Studien sollte es nun sein, die
Ntzlichkeit eines Screenings flr diese Mutation bei Patienten mit LCi mit oder ohne PVT

prospektiv und kontrolliert zu evaluieren.
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6. Zusammenfassung

Leberzirrhose (LCi), Myeloproliferative Erkrankungen (MPD) und prothrombotische

Mutationen sind &tiologische Faktoren fiir die Entstehung einer Pfortaderthrombose (PVT).

Die Rolle und die Haufigkeit von thrombotischen und genetischen Risikofaktoren bei
Patienten mit LCi sind noch nicht ausreichend belegt. In dieser Fall-Kontroll-Studie wurde
die Haufigkeit der Januskinase 2 (JAK2) (JAK2 V617F) Mutation, der Faktor V Leiden (FVL
G1691A) Mutation und der Prothrombin (G20210A) Mutation bei Patienten mit LCi und
PVT (LCi+/PVT+ Gruppe, Fallgruppe, n=21) untersucht und mit 2 Kontrollgruppen
verglichen. Bei der Kontrollgruppe 1 handelte es sich um Patienten, bei denen eine LCi in
Abwesenheit einer PVT festgestellt wurde (Patienten mit LCi ohne PVT, LCi+/PVT- Gruppe,
n=43). Bei der Kontrollgruppe 2 hatten die Patienten eine PVT ohne dem Vorhandensein
einer LCi (PVT Patienten ohne LCi, LCi-/PVT+ Gruppe, n=29).

In der LCi+/PVT+ Gruppe wurde die JAK2 V617F Mutation bei 2 von 21 Patienten (10%)
festgestellt (p-Wert=0,104 verglichen mit der LCi+/PVT- Gruppe; p-Wert=0,092 im
Vergleich zu der LCi-/PVT+ Gruppe). Dahingegen hatte keiner von 43 Patienten (0%) der
LCi+/PVT- Gruppe die JAK2 V617F Mutation (p-Wert <0.001 verglichen mit der LCi-
/PVT+ Gruppe). 9 von 29 Patienten der LCi-/PVT+ Gruppe (31%) waren Tréger der JAK2
V617F Mutation. Siehe dazu Abb. 8.

Die FVL G1691A Mutation konnte bei 1 von 21 Patienten (5%) in der Gruppe der
LCi+/PVT+, bei 5 von 43 Patienten (12%) in der Gruppe der LCi+/PVT- und bei 2 von 29
Patienten (7%) in der Gruppe der LCi-/PVT+ festgestellt werden.

Die Prothrombin G20210A Mutation wurde bei 0 von 21 (0%) Patienten in der Gruppe der
LCi+/PVT+, bei 1 von 43 (2%) Patienten in der Gruppe der LCi+/PVT- und bei 4 von 29
Patienten (14%) in der Gruppe der LCi-/PVT+ entdeckt.

Diese Studie zeigte somit, dass bei einem relevanten Anteil der Patienten, die eine LCi und
zugleich eine PVT hatten, eine JAK2 V617F Mutation festgestellt werden konnte.
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Abstract

Liver cirrhosis, myeloproliferative disorders (MPDs) and prothrombotic mutations are
aetiologic factors for portal vein thrombosis (PVT). The role and frequency of thrombophilic
genetic risk factors in cirrhotic patients is not well established. In this case-control study, we
investigated the frequency of Janus kinase 2 (JAK2) (JAK2 V617F), Factor V Leiden (FVL
G1691A), and Prothrombin (G20210A) mutations in cirrhotic patients with PVT (LCi+/PVT+
group, n=21) in comparison with two control collectives (cirrhotic patients without PVT,
LCi+/PVT- group, n = 43; PVT patients without liver cirrhosis, LCi-/PVT+ group, n = 29). In
the LCi+/PVT+ group, JAK2 V617F was present in 2/21 patients (10 %; p = 0.104 compared
to LCi+/PVT-; p=0.092 compared to LCi-/PVT+), whereas 0/43 LCi+/PVT- patients (0 %;
p <0.001 compared to LCi-/PVT+) and 9/29 LCi-/PVT+ patients (31 %) harboured this
mutation. The FVL G1691A mutation was identified in 1/21 patients (5 %) in the LCi+/PVT+
group, in 5/43 patients (12 %) in the LCi+/PVT- group, and in 2/29 patients (7 %) in the LCi-
/PVT+ group. The Prothrombin G20210A mutation was present in 0/21 LCi+/PVT+ patients
(0 %), in 1/43 LCi+/PVT- patients (2 %), and in 4/29 patients (14 %) in the LCi-/PVT+
group. This study provides evidence that a relevant proportion of cirrhotic patients with PVT
harbours a JAK2 V617F mutation.

59



Danksagung

11. Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei einigen Menschen fir ihre Unterstiitzung bedanken.

Erst einmal mochte ich mich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Jens Siveke (Il. Medizinische
Klinik und Poliklinik, Klinikum rechts der lIsar) bedanken, der mir die Rahmenbedingungen

flr diese Doktorarbeit ermdglicht hat.

Ein ganz besonderes Dankeschdn gilt meinem Doktorarbeitsbetreuer PD Dr. Bernd Saugel,
der mich bei meiner Doktorarbeit langjéhrig begleitet hat und mir mit viel Geduld bei jeder
kleinsten Frage tatkraftig zur Seite gestanden ist. Wertvolle Anregungen und Ratschldage habe

ich ihm zu verdanken sowie ein detailiertes Lesen und Korrigieren dieser Arbeit.

Weiters mochte ich Marcel Lee fur seine Unterstiitzung im Labor danken.

Vielen Dank auch an Alexander Hapfelmeier flr die Unterstiitzung bei der statistischen

Analyse.

Auch meiner lieben Freundin Marisa mdchte ich fir ihre Geduld und Hilfe wahrend meines

ganzen Studiums danken. Zu zweit durch ein Studium zu gehen, erleichtert so einige Sorgen.

Ein groRes Dankeschon auch meiner lieben Schwester Victoria und meiner besten Freundin

Nathalie, die immer an meiner Seite sind.

Den grofiten Dank mdochte ich zum Schluss meinen Eltern Michael und Christine
aussprechen, die mir durch ihre grof3ziigige finanzielle und menschliche Unterstiitzung dieses

Studium und somit auch die Vollendung dieser Doktorarbeit ermdglicht haben.

60



Lebenslauf

12. Lebenslauf

Personliche Daten:

Name:
Vorname:
Geburtsdatum/-ort:

Eltern:

Staatsangehorigkeit:

Familienstand:
Schulbildung:

06 / 2006
08 /1998 — 06 / 2006

08/1993 - 06 /1998
Hochschulbildung:

06 /2013
03/2009 —06 /2013

03/2009
10 /2006 — 03 / 2009

Beruf:

Seit 05/2014

08 /2013

Feichtinger
Pia Stephanie Inés
01.06.1986, Feldkirch (A)

Dr. jur. E. Michael Feichtinger,
Dr. jur. A. Christine Feichtinger

Furstentum Liechtenstein (FL)

ledig

Matura, Allgemeine Hochschulreife

Gymnasium Sacré Coeur Riedenburg (Internat), Bregenz
(A)

Primarschule Ebenholz, Vaduz (FL)

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Studium der Humanmedizin an der Technischen
Universitat Miinchen

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung (Physikum)

Studium der Humanmedizin an der Ludwig-Maximilans-
Universitat Miinchen

Assistenzarztin  flir Dermatologie und Venerologie,
Hautarztpraxis Dr. Braun und Bodensee Laserklinik,
Uberlingen (D)

Approbation als Arztin

61



