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Einleitung: Prophylaxe

Highlight 1: Canadian Hemophilia Prophylaxis Study *

Highlight 2: Joint Outcome Continuation Study **

Diskussion

*  Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60
** Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59

Hamophilie — Langzeit-Outcome

Twenty-five years’ experience of prophylactic
treatment in severe haemophila A and B

Nilssen IM et al, J Intern Med 1992




Hamophilie — Langzeit-Outcome

Prophylaxis versus Episodic Treatment to Prevent
Joint Disease in boys with severe Hemophilia

N=65
Manco-Johnson et al, N Engl J Med 2007; 357. Abbildung modifiziert aus: Berntop, Haemophilia 2009; 15:1219
Hamophilie — Langzeit-Outcome
Prophylaxe
Vorteile Herausforderungen

Vermeidung lebensbedrohlicher Blutungen

Vermeidung von Gelenksblutungen

Vorbeugung der Arthropathie

Verbesserung der Lebensqualitat

Niedrigeres Inhibitorrisiko

¢ \/lenenzugang

e Adhérenz

e Kosten

Manco-Johnson et al, N Engl J Med 2007; 357. Abbildung modifiziert aus: Berntop, Haemophilia 2009; 15:1219




Hamophilie — Langzeit-Outcome

WFH Haemophilia Guidelines 2020

Recommendation 6.1.1:

For patients with hemophilia A or B with a severe phenotype (including patients with moderate
hemophilia with a severe phenotype), the WFH strongly recommends that such patients be on
prophylaxis sufficient to prevent bleeds at all times, but that prophylaxis should be individualized,
taking into consideration patient bleeding phenotype, joint status, individual pharmacokinetics, and
patient self-assessment and preference.

REMARK: Individualizing prophylaxis means that if patients continue to experience bleeds, their
prophylaxis regimen should be escalated (in dose/frequency or both) to prevent bleeding.

REMARK: In countries with significant healthcare constraints, the WFH still advocates for the use of

prophylaxis over episodic therapy but recognizes that less intensive prophylaxis may be used.

Srivastava et al. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia (3rd ed), Haemophilia 2020;00:1-158

Hamophilie — Langzeit-Outcome

WFH Haemophilia Guidelines 2020

Srivastava et al. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia (3rd ed), Haemophilia 2020,00:1-158




Hamophilie — Langzeit-Outcome

WFH Haemophilia Guidelines 2020

is usually at 3 or more years of age

Tertiary prophylaxis

typically applies to prophylaxis commenced in adulthood

Recommendation 6.1.2:

For pediatric patients with severe hemophilia A or B, the WFH recommends early initiation of
prophylaxis with clotting factor concentrates (SHL or EHL FVIII/FIX) or other hemostatic agent(s)
prior to the onset of joint disease and ideally before age 3, in order to prevent spontaneous and
breakthrough bleeding including hemarthroses which can lead to joint disease.

Srivastava et al. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia (3rd ed), Haemophilia 2020;00:1-158

e Regular continuous prophylaxis initiated after the onset of documented joint disease. Tertiary prophylaxis

Hamophilie — Langzeit-Outcome

Prophylaxestart:

Alter und Anzahl der Gelenksblutungen

N=124, Hdmophilie A und B, van Creveld Clinic, Utrecht, NL
Retrospektive Erhebung: Prophylaxestart; radiol. Gelenksscore (Petterson)
Follow-up: Alter median 22 Jahre (IQR 15-30)
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Highlight 1:
Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Feldman et al.

Tailored frequency-escalated primary prophylaxis for
severe haemophilia A: results of the 16-year Canadian
Hemophilia Prophylaxis Study longitudinal cohort

Lancet Haematol 2018, 5: e252—60.

Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Rationale:

* Wirksamkeit der frihen FVIII-Prophylaxe gut etabliert
* Sehr aufwandig, zumeist zentrale Venenkatheter erforderlich

e Sehr teuer

» Individuell nach Blutungshaufigkeit (Blutungstyp!)

eskalierte Prophylaxefrequenz

» Evaluation in Langzeitstudie

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60




Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Studienpopulation, Outcome assessment:

* Schwere Hamophilie A (FVIII <2%), Alter 1-2.5 Jahre, normale Gelenke,
<3 Gelenksblutungen, kein FVIII Inhibitor

* Start Prophylaxe; Eskalationsregime It. Tabelle,
rekombinantes Standard half-life FVIII-Konzentrat

* Blutungshaufigkeit laut Tagebuch

* Colorado Child Physical Examination Score (CCPES),
Hemophilia Joint Health Score

* Konventionelles Rontgen und MRI (6 Gelenke) im Alter 6 und 12 Jahren

* Alltagsaktivitat, Lebensqualitat

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60

Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Prophylaxeprotokoll: Eskalationskriterien

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60




Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Ergebnisse

N=56
Stufe 1
Follow-up: median 10.2 Jahre
(IQR 8.5-13; min-max 0.2-16.1)
Wahrscheinlichkeit,
in Stufe 1
oder Stufe 2 Stufe 2

des Prophylaxeregimes zu verbleiben,

nach Alter

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60

Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Jahrliche Blutungsraten

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60




Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Jahrliche Blutungsraten

* Physikalische Gelenksscores: Sprunggelenke median 1 (0-12), andere median 0

* Radiologische Scores:

I

* Alltagsaktivitat, Wohlbefinden und Lebensqualitdt generell gut.

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60

Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe

Konklusion:

Das kanadische Regime einer (primaren) individualisiert Frequenz-
eskalierten Prophylaxe konnte laut dieser Langzeitbeobachtung

e eine gute Lebensqualitat und Aktivitat im Alltag
e wenig Arthropathie
e relativ selten zentrale Venenkatheter (38%)

e substantielle Kostenersparnis

im Vergleich mit anderen Prophylaxestudien erzielen

Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60




Highlight 2:
Frithe versus spate Prophylaxe

Warren et al.

Young adult outcomes of childhood prophylaxis for
severe hemophilia A: results of the Joint Outcome
Continuation Study

Blood Advances 2020; 4: 2451-59.

Frihe versus spate Prophylaxe

Fragestellung:

» Vergleich von friihem vs spatem (Alter >6 Jahre) Prophylaxestart

» Langzeit-Outcome (> Alter 18 Jahre)

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59




Frihe versus spate Prophylaxe
Studienpopulation, Follow-up:

* Joint Outcome Study (JOS): Schwere Hamophilie A (FVIII <2%), Alter <2.5 J,
<3 Gelenksblutungen, gesunde Gelenke, kein Inhibitor
RCT Prophylaxe vs on-demand Behandlung (n=65)
Manco-Johnson, NEJM 2007

* Joint Outcome Continuation Study (JOS-C):
Prophylaxe fir alle ab dem Alter von etwa 6 Jahren (n=37)

Retro/prospektive Datenerfassung:

— Blutungshaufigkeit (laut Tageblchern, Krankenakten)

— Colorado Pediatric Joint Assessment Scale (CPJAS)
— MRI'im Alter von 6, 14, und 18 Jahren

— Sportliche Aktivitat; Lebensqualitat

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59

Frihe versus spate Prophylaxe

Studienabfolge:

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59




Frihe versus spate Prophylaxe

Longitudinales Outcome:
Gelenksscore, MRI

Extended MRI score 0-45 CPAJAS 0-31

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59

Frihe versus spate Prophylaxe

Gelenksschaden im Alter 6 vs 18 Jahre:

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59




Frihe versus spate Prophylaxe

Korrelation Gelenksblutungsrate (ABR) vs
MRI Score

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59

Frihe versus spate Prophylaxe

Konklusion:

e Spate Prophylaxe (Start >6 Jahre) ist langfristig mit hoheren
Blutungsraten, physikalischen und MRI Gelenksscores verbunden

e Auch friihe Prophylaxe (Start <2.5 Jahre) kann fortschreitende
Gelenksschaden nicht ganzlich verhindern

e Trotz relativ geringer ABR zeigen sich Gelenksschaden im MRI

Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59




Hamophilie — Langzeit-Outcome

Diskussion

e Individualisiert Frequenz-eskalierte Prophylaxe* versus
friihe volldosierte Prophylaxe (alle 2 Tage)**:

— Beide Studien nicht obligat primare Prophylaxe

— Unterschiedliche Rationalen: individuelle Optimierung vs Proof-of-concept
— Nicht-kontrollierte Studie vs (urspriinglich randomisierte) Vergleichsstudie
— Relativ geringe Fallzahlen; Selektion

— Unterschiedliche Dauer des Follow-up

— Unterschiedliche Scores und Kriterien der Gelenksbeurteilung

*  Feldman et al, Lancet Haematology 2018; 5: e252-60
** Warren et al, Blood Advances 2020; 4: 2451-59

Hamophilie — Langzeit-Outcome

Zusammenfassung

e Auch friihe Standard-Prophylaxe nicht ausreichend, um
Gelenksschaden komplett zu verhindern

e Prophylaxestart so frith wie moglich, um idealerweise jegliche
Gelenksblutungen davor zu vermeiden

e Individualisierung der Prophylaxe nach Blutungstyp und Aktivitat
jedenfalls von Vorteil; cave: subklinische Gelenksblutungen

e Reduzierte, individuell eskalierte Prophylaxe fiir viele Lander
0konomisch machbarer

e Neue Behandlungsoptionen (EHL, NRT) erlauben wahrscheinlich
eine wirksamere Prophylaxe, aber Langzeit-Outcomedaten noch
nicht verfligbar
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Agenda

1. Erworbene thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura (aTTP)

2. Hamostase-Management bei extrakorporaler
Membranoxygenierung (ECMO)

*Referenz oder Fufinote

Erworbene TTP

Volker et al.

Treatment of acquired thrombotic thrombocytopenic purpura
without plasma exchange in selected patients under
caplacizumab

J Thromb Haemost. 2020 Nov; 18 (11): 3061-3066




Hintergrund

Mode of action of caplacizumab. 02.10.2017. www.european-biotechnology.com

HERCULES Phase-3-Studie

variabel 30 Tage Bis zu 4x 7 Tage 28 Tage
< > < > i e EEEE—
» Placebo (n=73) Extension Follow-up
» Caplacizumab (n=72) Extension Follow-up

A

Entscheidung
Extension bei
Scully et al. N Engl J Med 2019; 380: 335-346 ADAMTS13 <10%




HERCULES Phase-3-Studie

uu-t

Days
No. at Risk
Placebo 73 17 8 3 3 1 0
Caplacizumab 71 9 4 2 1 1 1 1 1 1]

Scully et al. N EnglJ Med 2019; 380: 335-346

Primarer Endpunkt:

Tage bis Normalisierung der Thrombozyten

50. Perzentile: Caplacizumab 2,69 vs. Placebo 2,88

75. Perzentile: Caplacizumab 2,95 vs. Placebo 4,50 (p=0.01)

Sekundarer Endpunkt:
TTP-bedingter Tod, Rekurrenz oder TE-Event
Caplacizumab 12% vs. Placebo 49% (p<0.001)

HERCULES Phase-3-Studie

Scully et al. N EnglJ Med 2019; 380: 335-346




Erworbene TTP

Caplacizumab ohne PE

* Fallserie aus Osterreich und Deutschland
* Falle retrospektiv ausgewahlt aus 60+ Fallen in 30+ Kliniken
» Kein geplantes, einheitliches Behandlungsprotokoll

Volker et al. ] Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066

Erworbene TTP

Charakteristika der Patientinnen




Erworbene TTP

Individuelle Patientinnen

* Fazialis-Parese, Aphasie, Petechien
*  MRT: keine Ischdmie
e Thrombozyten 17 /nl, Hb 7,5 g/dI, LDH 902 U/I, Fragmentozyten 4,6%

* Patient winscht nach Aufklarung keine PE

* (Caplacizumab Erstdosis 10 mgi.v.
e Glucocorticoide, Rituximab

* Thr.-Anstieg nach 6 h auf 35 /nl

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066

Erworbene TTP

Charakteristika der Patientinnen

e ED2011

e Rezidiv 08/2019 mit Hdmatomen

e Thrombozyten 62 /nl, LDH 298 U/I, ADAMTS13 Akt. nicht nachweisbar,
Inhibitor 99 U/ml

*  Wegen milder Klinik und Patientenwunsch keine PE

* Caplacizumab und Glucocorticoide

* Thr.-Anstieg nach 48 h auf 134 /nl
* Symptome gebessert

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066




Erworbene TTP

Charakteristika der Patientinnen

* Gleiche Patientin wie in (B)

e Erneutes Rezidiv 02/2020 mit Bauchschmerzen

e Thrombozyten 92 /nl, LDH 250 U/I, ADAMTS13 Akt. nicht nachweisbar,
Inhibitor 55 U/ml

*  Wegen milder Klinik und Patientenwunsch keine PE

* (Caplacizumab und Glucocorticoide

* Thr.-Anstieg nach 48 h auf 171 /nl
* Symptome gebessert

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066

Erworbene TTP

Charakteristika der Patientinnen

e Rickenschmerzen 11/2019, kein Labor

* Allgemeine Schwache und Rickenschmerzen 12/2019

*  Thrombozytopenie, LDH-Erhohung, Kreatinin-Erhohung

e MRT mit alteren und frischen zerebralen Ischdmien 11/2020
* Troponin-Erhéhung und Kreatinin-Anstieg

* Thrombozyten 7 /nl

* Caplacizumab, Glucocorticoide, Rituximab

* Thr.-Anstieg nach 12 h auf 28 /nl
* Geplante PE abgesagt

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066




Erworbene TTP

Endpunkte

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066

Erworbene TTP

Schlussfolgerungen

* In ausgewahlten Patient*innen kann eine Behandlung mit Caplacizumab
und Steroiden ohne PE erfolgen
* Mildere Symptomatik
* Kontraindikationen gegen gefrorenes Frischplasma
* Probleme bei ausreichend groRem IV-Zugang
e Einwilligung

* Moglichst sofortige Gabe der ersten Dosis Caplacizumab
* Fortfihrung bis ADAMTS13 >10% (zwei Messungen)

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066




Erworbene TTP

Plasma exchanges remain the mainstay
of aTTP treatment in severely
symptomatic patients or those that do
not rapidly respond to glucocorticoid
and caplacizumab treatment.

Volker et al. ) Thromb Haemost 2020; 18: 3061-3066

Hamostase-Management bei ECMO

Seeliger et al.

Comparison of anticoagulation strategies for veno-venous
ECMO support in acute respiratory failure

Crit Care 2021 Jan; 24(1):701




ECMO und Hémostase

Hintergrund

Herausforderungen fiir das Himostase-Management
*  Mechanische Hdmolyse
* Device-Thrombose
*  Systemische Thromboembolien
*  Systemische Blutungsneigung
e Antikoagulation

e Erworbenes von-Willebrand-Syndrom
e Thrombozyten-Funktionsstorungen

Banfi et al. J Thor Dis 2016; 8 (12) :3762-3773

ECMO und Hémostase

EOLIA Phase-3-Studie

RCT zum Einsatz der ECMO bei ARDS

ECMO-Gruppe Kontroll-Gruppe Absolute Risikodifferenz
(n=124) (n=125) (95% CI)
Blutung mit 57 (46%) 35 (28%) 18% (6 bis 30)
Transfusionsbedarf
Massive Blutung 3(2%) 1 (1%) 2% (-2 bis 6)
Ischdmischer Stroke 0 6 (5%) -5% (-10 bis -2)

Combes A et al. N EnglJ Med. 2018; 378 (21): 1965-75




ECMO und Hémostase

COVID-19 ECMO Kohorte

Heparin Ziel APTT 60-75 s oder Anti-Xa 0,3-0,5 U/ml

Massive Blutungen: 35 (42%)
Hamorrh. Stroke: 4 (5%)
Hamatothorax: 7 (8%)

Lungenembolie: 16 (19%)

Schmidt M et al. Lancet Respir Med 2020; 8: 1121-38

ECMO und Hémostase

RCT zur Heparin-Dosis

High dose Low dose P
(n=16) (n=16)
Ziel APTT 50-70 s <45s
Dosis (IU/d) 20.710 (15.343-27.954) 11.742 (8.601-16.031) 0,004
APTT (s) 55,5 (50,4-61,2) 48,1 (43,5-53,2) 0,04
Anti-Xa (1U/ml) 0,27 (0,17-0,42) 0,11 (0,07-0,18) 0,01

Geometrische Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle

Aubron et al. Crit Care Med. 2019;47:e563-71.




ECMO und Hémostase

Nicht-randomisierter Zentrumsvergleich

Zentrum 1 (,,High dose“) Zentrum 2 (,,Low dose “)
(n=117) (n=101)
Ziel ACT 140-180's APTT 35-40 s
Primarer Endpunkt: Statistik:

Oxygenator-Wechsel in den ersten 15 Tagen

Sekundare Endpunkte:

ICU-Mortalitdt in den ersten 30 Tagen

Massive Blutung

Symptomatische thromboembolische Ereignisse

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701

Cox-Regression unter Einbeziehung relevanter
Basischarakteristika

ECMO und Hémostase

Basischarakteristika

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701




ECMO und Hémostase

Hamostase

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701

ECMO und Hémostase

Heparin-Dosierung

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701




ECMO und Héamostase

Primarer Endpunkt

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701

ECMO und Hémostase

Primarer Endpunkt
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Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701

Nur LD-Heparin war signifikant mit Notwendigkeit
des Oxygenator-Wechsels verknlpft




ECMO und Hémostase

Sekundare Endpunkte

ALL High-dose group Low-dose group Pvalue
(n=218) (n=117) (n=101)

Severe bleeding events, n (%) 7070 230197 14(139) 0.256

Gastrointestinal / intrabdominal 12(55) 5(4.3) 7(69)

Intracranial 7032 7(60) 1]

Intrathoracic 16(73) 10 {85) 6(59)

Cannula site 2009 1(09) 1(1.0)

Ear-nose-throat 1(0.5) 1{08) 0
RBC transfusions 7(3-13) 6(2-10) 8{6-19) <0001
Platelet transfusions 1(0-5) 0{0-1) 4{0-10) <0001
Thromboembelic events, n (%) 27(124) 8(6.8) 19019 0.007

Intraabdominal embolism / thrombosis 5(23) 3(25) 2(20)

Venous thrombosis 12{55) 4(34) 7169)

Pulmonary embolism inae 1(09) 2200

Peripheral arterial embolism 21(09) 0 2(20)

ECMO filter embolism EXRF:)] 0 3300

ECMO cannula thrombosis 1(05) 0 1.0

Ischemic stroke 2(09) 0 2{20)

Heparin-induced thrombocytopenia, n (%) 3014) 1{0.8) 2(20)
30-day ICU mortality 70(32.1) 39(333) 31 (30.7) 0110
Overall ICU mortality a7 47 (40.2) 44 (43.6) 0612

ECMO extracorporeal membrane axygenation, ICU intensive care unit, RBC red blood cells, UFH unfractionated heparin

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701

Hamostase und ECMO

Schlussfolgerungen

* Der Trend zu immer weniger Antikoagulation stol3t an Grenzen

* Niedrigere Heparin-Dosis war verkntpft mit:
* Haufigerem Oxygenator-Wechsel
* Mehr thromboembolischen Ereignissen

* Einschrankungen

* Retrospektives Design
e Zentrumseffekte

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701




ECMO und Hémostase

Prospective randomized validation with
standardized bleeding management and
ECMO settings is needed to confirm
these findings.

Seeliger et al. Crit Care 2021 Jan; 24(1):701
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Agenda

1. rhsTM (ART-123) bei Patienten mit septischer
Koagulopathie (SCARLET)?

2. Antithrombin bei Patienten mit septischer DIC
(J-SEPTIC DIC)?

3. Marker der Fibringenerierung bei Patienten mit
septischem Schock (SepsisCoag)?

4. Direkte orale Antikoagulantien (DOAKs) bei DIC*

1 Vincent et al. JAMA 2019; 321: 1993-2002

2 Hayakawa et al. Clin Appl Thromb Hemost 2018; 24: 874-83
3 Gris et al. BrJ Haematol 2018; 183: 636-47

4 Lippi et al. Semin Thromb Hemost 2020, 46: 457-64

Disseminierte intravasale Gerinnung
State of the Art

Die DIC (disseminated intravascular coagulation) ist gekennzeichnet durch

— systemische Aktivierung des Hamostasesystems

— diffuse intravaskuldre Bildung von Thrombin und Fibrin

— Thrombozytenaktivierung

— ggf. Thrombosierung kleinerer/mittlerer BlutgefalRe mit Organdysfunktion
— ggf. schwere Blutungskomplikationen

— ursachliche Grunderkrankung (z.B. Sepsis, Trauma, Malignom)

Abhdngig von Pathomechanismus und Symptomatik 4 DIC-Typen

Taylor et al. Thromb Haemost 2001, 86: 1327-30
Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15




Disseminierte intravasale Gerinnung

Typ 1

DIC mit Blutungsphdnotyp oder

DIC mit vorwiegender Hyperfibrinolyse

— 2.B. bei akuter Promyelozytenleukdamie (APL) oder Aortenaneurysma
— (Reaktive) Hyperfibrinolyse mit gesteigerter Plasmingenerierung

— Diffuse Blutungsneigung

Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15

Disseminierte intravasale Gerinnung

Typ 2

DIC mit Organversagen oder

DIC mit vorwiegender Hyperkoagulabilitat oder

DIC mit Hypofibrinolyse

— 2.B. bei Sepsis

— Expression/Freisetzung von TF, PAI-1, DNA, Histonen, Proteasen, NETs

— Diffuse Thrombosierung der Organmikrozirkulation

Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15




Disseminierte intravasale Gerinnung

Typ 3

DIC mit massivem Blutungsphdnotyp oder

DIC mit Verbrauchskoagulopathie

— z.B. bei perioperativen oder peripartalen Blutungskomplikationen

— Massive Aktivierung fibrinolytischer und prokoagulatorischer Prozesse
— Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten

— Akut lebensbedrohliche Blutungsneigung

Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15

Disseminierte intravasale Gerinnung

Typ 4

Nicht symptomatische DIC oder

Vor-DIC

— z.B. bei soliden Tumoren

— Schwache Aktivierung fibrinolytischer und prokoagulatorischer Prozesse

— Wenige oder keine Symptome

Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15




Disseminierte intravasale Gerinnung

Diagnostik der DIC

ISTH-Score zur Diagnose einer offenkundigen (overt) DIC

Parameter Result Score

> 100 x 10%/L 0
Platelet count <100 x 10%/L 1

<50x10%/L 2

< 3 sec prolonged 0
Prothrombin time (PT) >3 sec but < 6 sec 1

> 6 sec 2

>1.0g/L 0
Fibrinogen e/

<1.0g/L 1
Soluble fibrin monomer (SFM) No increase 0
Fibrin degradation products (FDP, Moderate increase 2
e.g., D-dimer) Strong increase 3
Laboratory findings consistent with overt DIC 25

Taylor et al. Thromb Haemost 2001, 86: 1327-30

Disseminierte intravasale Gerinnung

Therapie der DIC

K
FFP
PT

Pcc

Typ 1, 2 und 4 = Therapie der Grunderkrankung
Typ 3 = Transfusion von Blutprodukten
Bei aktiver Blutung (Typ 1 und 3) oder bei hohem Blutungsrisiko: TKs und/oder FFP

Transfusionstrigger:

e Thrombozyten < 50 x 10%/I bei aktiver Blutung

* Thrombozyten < 10-20 x 10%/I bei hohem Blutungsrisiko

* PT/APTT > 1,5-fach verléangert oder Fibrinogen < 1,5 g/l (FFP 15 ml/kg)
PPSB (PCC) und Fibrinogen-Konzentrat als Alternative zu FFP
Antikoagulation mit Heparin (NMH, UFH) bei Typ 2 und 4
Ggf. Substitution von Antithrombin bei Typ 2

Ggf. Tranexamsdure bei Typ 1 und 3

Thrombozytenkonzentrat Wada et al. J Intensive Care 2014, 2: 15
Gefrorenes Frischplasma

Prothrombinzeit

Prothrombinkomplex-Konzentrat




Disseminierte intravasale Gerinnung

Therapie der septischen DIC (Typ 2)

Wann ist eine Therapie zur Wiederherstellung des antikoagulatorischen Systems (noch) sinnvoll?

Tachil. ) Thromb Haemost 2019, 17: 1586-9
Engelmann & Massberg. Nat Rev Immunol 2013, 13: 34-45

rhsTM (ART-123) bei Patienten mit
septischer Koagulopathie (SCARLET)

Vincent JL et al.

Effect of a Recombinant Human Soluble Thrombomodulin on
Mortality in Patients With Sepsis-Associated Coagulopathy: The
SCARLET Randomized Clinical Trial

JAMA 2019; 321: 1993-2002




Disseminierte intravasale Gerinnung

Das antikoagulatorische System

TF I
Vila TFPI

Xa PT Va + Vllila
Thrombin AT
l e proens.
Thrombomodulin | Thrombin | ——

Protein C

AT Antithrombin

APC Aktiviertes Protein C

PT Prothrombin

TFPI tissue factor pathway inhibitor

Disseminierte intravasale Gerinnung

rhsTM (ART-123)

Rekombinantes humanes |6sliches Protein (498 AS, 64 kDa):
— Antikoagulatorische Wirkung = Bildung von APC

— Antiinflammatorische + organprotektive Wirkung = Hemmung von
DAMPs und Histonen

Post-hoc-Analysen friiherer Phase 3/2b-Studien:

— Potenzieller Nutzen bei Patienten mit septischer Koagulopathie und
kardiovaskuldrer oder respiratorischer Dysfunktion

AS Aminosduren
APC Aktiviertes Protein C
DAMPs damage associated molecular patterns




Disseminierte intravasale Gerinnung

Septische Koagulopathie vs. DIC

T\

—

Iba et al. ] Thromb Haemost 2019; 17: 1989-94

Disseminierte intravasale Gerinnung

Septische Koagulopathie vs. DIC

Iba et al. ] Thromb Haemost 2019; 17: 1989-94




Disseminierte intravasale Gerinnung

SCARLET

Randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte, multinationale,
multizentrische Phase 3-Studie

Patienten

Bakterielle Infektion

Septische Koagulopathie (INR > 1,4 und Thrombozyten 30-150 x °/I oder
Thrombozytenabfall > 30 % Gber 24 Stunden)

Kardiovaskulare und/oder respiratorische Dysfunktion

Therapie

rhsTM (0,06 mg/kg taglich Uber 6 Tage) oder Placebo

Disseminierte intravasale Gerinnung

SCARLET

Wirksamkeitsendpunkt

28-Tages-Mortalitat

Sicherheitsendpunkt

Unerwinschte Ereignisse + schwerwiegende Blutungen bis Tag 28

Fallzahlkalkulation

28-Tages-Mortalitdt 24 % Placebo vs. 16 % rhsTM (n=800)




Disseminierte intravasale Gerinnung

SCARLET

29,4 %
26,8 %
Disseminierte intravasale Gerinnung
0
29,4 % ERA
26,8 % 26,7 %

Schwerwiegende Blutung: 5,8 % rhsTM vs. 4,0 % Placebo




Disseminierte intravasale Gerinnung

SCARLET

Trotz bestmaoglicher Selektionskriterien
kein Uberlebensvorteil durch rhsTM
(ART-123) bei septischer Koagulopathie
mit Organdysfunktion

rhsTM (Recomodulin™) seit 2008 in
Japan zur DIC-Therapie zugelassen

Antithrombin bei Patienten mit
septischer DIC (J-SEPTIC DIC)

Hayakawa M et al.

Optimal Antithrombin Activity Threshold for Initiating
Antithrombin Supplementation in Patients With Sepsis-Induced
Disseminated Intravascular Coagulation: A Multicenter
Retrospective Observational Study

Clin Appl Thromb Hemost 2018; 24: 874-83




Disseminierte intravasale Gerinnung

Antithrombin bei Sepsis/DIC

AT
RRR

AT-Konzentrate seit 1987 in Japan zur DIC-Therapie zugelassen
Rolle der AT-Substitution bei Sepsis/septischem Schock umstritten

KyberSept (n=2314): kein Uberlebensvorteil durch hochdosiertes AT (30.000 IE
Uber 4 Tage) bei schwerer Sepsis (28-Tages-Mortalitat 38,9 % vs. 38,7 %)*

Subgruppe "DIC ohne Heparin" (n=229): 25,4 % (AT) vs. 40,0 % (Placebo)?

Metaanalyse: 37 % RRR durch AT-Substitution bei Sepsis mit DIC
(Blutungsrisiko erhoht)3

AT-Substitution in Japan gangige Praxis bei Sepsis (mit DIC und/oder schwerem
Verlauf), z.B. 1.500-3.000 IE taglich Uber 3 Tage (Ziel > 70 %)*

Antithrombin I Warren et al. JAMA 2001; 286: 1869-78

Relative Risikoreduktion 2 Kienast et al. ) Thromb Haemost 2006; 4: 90-7
3 Umemura et al. ) Thromb Haemost 2016; 14: 518-30
4 Yamakawa et al. Crit Care 2016; 20: 229

Disseminierte intravasale Gerinnung

J-SEPTIC DIC

Retrospektive Beobachtungsstudie an 40 japanischen Zentren mit 42 ICUs
Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock (01/2013-12/2013)
AT-Substitution nach arztlichem Ermessen (meist 1.500 IE/Tag Uber 3 Tage)

DIC-Diagnose nach revidiertem JAAM-Score: SIRS-Kriterien,
Thrombozytenzahl, Prothrombinzeit, Fibrin-/Fibrinogen-Spaltprodukte
(Score > 4)

Patienten

AT

SIRS

Septische DIC
AT-Bestimmung bei ICU-Aufnahme

Antithrombin
systemic inflammatory response syndrome




Disseminierte intravasale Gerinnung

J-SEPTIC DIC

— Gesamte Studienpopulation: n=3.195

— Patienten mit DIC: n=1.784

— DIC-Patienten mit AT-Bestimmung bei ICU-Aufnahme: n=1.033
— AT-Substitution: n=509, keine AT-Substitution: n=524

— Antikoagulation mit Heparin bei < 10 % der Patienten

— AT-Quartile: sehr niedrig (< 43 %), niedrig (44-55 %), moderat (56—69 %),
normal (= 70 %)

AT Antithrombin

Disseminierte intravasale Gerinnung

J-SEPTIC DIC

1.0
T 0.8]
F
@
G 0.6
;*’_5" Control group M
0 -,
8 0.4
8 0.4
& Hazard ratio
o 0.603 (0.368-0.988) P = 0.045

T T T T T
0 20 40 60 80 100
Days after ICU admission

Patienten mit AT <43 %

AT Antithrombin




Disseminierte intravasale Gerinnung

J-SEPTIC DIC

1.07
T 0.8]
e
@
'S 0.67
g Control group ™.
0
8
o 0.4
& Hazard ratio
1] 0-603(0.368-0.988) P =0.045
L'IJ 2rC| 4ID 6I0 BID IEI)O
Days after ICU admission
Patienten mit AT <43 % Keine erhohte Rate transfusionsbedurftiger Blutungen

Keine todlichen Blutungen

AT Antithrombin

Disseminierte intravasale Gerinnung

J-SEPTIC DIC

AT-Substitution bei septischer DIC nur
bei sehr niedrigen Werten (potentiell)
sinnvoll

Unterschreiten des Referenzbereichs
(< 70 %) kein sinnvoller Trigger

Zielbereich der AT-Substitution unklar




Marker der Fibringenerierung bei
Patienten mit septischem Schock

Gris JC et al.

Clinical value of automated fibrin generation markers in patients
with septic shock: a SepsiCoag ancillary study.

BrJ Haematol 2018; 183: 636-47

Disseminierte intravasale Gerinnung

Diagnostik der DIC

ISTH-Score zur Diagnose einer offenkundigen (overt) DIC

Parameter Result Score

> 100 x 10%/L 0
Platelet count <100 x 10%/L 1

<50x10%/L 2

< 3 sec prolonged 0
Prothrombin time (PT) >3 sec but< 6 sec 1

> 6 sec 2

. >1.0g/L 0

Fibrinogen

<1.0g/L 1
Soluble fibrin monomer (SFM) No increase 0
Fibrin degradation products (FDP, Moderate increase 2
e.g., D-dimer) Strong increase 3
Laboratory findings consistent with overt DIC 25

Taylor et al. Thromb Haemost 2001, 86: 1327-30




Disseminierte intravasale Gerinnung

Das prokoagulatorische System

-- =i< @47m

Plattchen

TF Tissue-Faktor
PT Prothrombin
SFM soluble fibrin monomer

«

Disseminierte intravasale Gerinnung

Das fibrinolytische System

( PAI-1 >

uPA/tPA

see R R —

) ]

TAFI a,-Antiplasmin
uPA Urokinase
tPA tissue-type plasminogen activator

PA| Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
TAFI thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor

v
Fibrinspaltprodukte
(z.B. D-Dimer)




Disseminierte intravasale Gerinnung
e
SepsisCoag

— Teilprojekt einer prospektiven Beobachtungsstudie (Validierung eines
etablierten Scores zur Vorhersage der 30-Tages-Mortalitat bei septischem
Schock)

Patienten

— Sepsis mit Schocksymptomatik < 24 Stunden

— Keine vorbestehende prophylaktische/therapeutische Antikoagulation
Studienziele

— Vorhersage der 30-Tages-Mortalitdt durch 3 FGMs

— Vorhersage der 30-Tages-Mortalitdt durch ISTH-Score

FGM  Fibringenerierungsmarker
ISTH International Society on Thrombosis and Haemostasis

Disseminierte intravasale Gerinnung
e
SepsisCoag

Methodik

— Zentrale Messung der FGMs mit Hilfe von kommerziell verfligbaren
automatisierten Immunagglutinationstests:
¢ STAR-Liatest® D-Di (D-Dimere)
e STAR-Liatest® FDP (Fibrin-/Fibrinogen-Spaltprodukte)

* STAR-Liatest® FM (Fibrinmonomere)
— Aktuelle Auswertung: 737 Patienten (30-Tages-Mortalitat 30,7 %)

— Korrelationen der FGMs untereinander
* D-Divs. FDP r=0,956 (P<0,0001)
* FMvs. D-Di r=0,623 (P<0,0001)
* FM vs. FDP r=0,608 (P<0,0001)




Disseminierte intravasale Gerinnung

SepsisCoag

FM > 13,1 mg/l = 2,5-fach erhohtes Risiko, in den ersten 30 Tagen zu versterben

ISTH DIC-Score FM > 5 > 3-fach erhohtes Risiko, in den ersten 30 Tagen zu versterben

Disseminierte intravasale Gerinnung

SepsisCoag

Bei septischem Schock erlauben
Fibrinmonomere als Marker der
intravasalen Wirkung von Thrombin auf
Fibrinogen eine bessere Vorhersage der
30-Tages-Mortalitét als D-Dimere/FDP

Therapeutische Konsequenz unklar




Thema des Highlights

Lippi G et al.

Direct Oral Anticoagulants for Disseminated Intravascular
Coagulation: An Alliterative Wordplay or Potentially Valuable
Therapeutic Interventions?

Semin Thromb Hemost 2020; 46: 457-64

Disseminierte intravasale Gerinnung

Therapie der DIC

Antikoagulation bei septischer DIC: NMH oder UFH Antikoagulation bei vaskular bedingter DIC: DOAKs?

Tachil. ) Thromb Haemost 2019; 17: 1586-9
Janning et al. Himostaseologie 2013, 33: S50-4
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Antikoagulation bei DIC

Electronic search
(Medline, Scopus,
Web of Science)

Keywords:

“disseminated intravascular coagulation” or
“consumption coagulopathy™ or “DIC”

and

- “dabigatran™ or “rivaroxaban” or “apixaban” or

“edoxaban™

A

117 documents

Excluded (n = 102)

- Review articles (n = 79)

- Editorial material (n = 2)

- Letters to the editor (n=1)

- Not pertinent to search criteria (n = 19)
- Duplicated data (n = 1)

Disseminierte intravasale Gerinnung

Antikoagulation bei DIC

y

15 documents finally included
All case reports (21 patients)

r

E

Dabigatran Rivaroxaban
(5 cases) (13 cases)

Apixaban Edoxaban
(3 cases) (0 cases)
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Antikoagulation bei DIC

Bei 16/21 Patienten (76 %) GefalRerkrankung Ursache der DIC
— Vendse Malformation n=7

— Klippel-Trénaunay-Syndrom n=4

— Aortenaneurysma/-dissektion n=4

— Diffuse hepatische Hdimangiomatose n=1

Weitere Ursachen:

— Heparininduzierte Thrombozytopenie (HIT) n=2
— Sepsis n=2 ()

— Malignom n=1 (1)

Disseminierte intravasale Gerinnung

Antikoagulation bei DIC

Aortendissektion
ISTH DIC score 6

Klippel-Trénaunay-Syndrom
ISTH DIC score 5

Janjetovic et al. Hamostaseologie 2019, 39: 294-7
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Antikoagulation bei DIC

Bei Patienten mit vaskular bedingter DIC
kann die niedrigdosierte Applikation
eines DOAK als wirksame, sichere und
vor allem praxistaugliche Therapieoption
in Erwagung gezogen werden.
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Donnerstag 6. Mai 2021

Hamophilie Aund B
Christoph Male, Wien

Erworbene Himostasestorungen
Andreas Tiede, Hannover

Disseminierte intravasale Gerinnung
Florian Langer, Hamburg

Freitag, 7. Mai 2021

Antithrombozytare Therapie
Daniel Dirschmied, Freiburg

Antikoagulanzien
Jan Beyer-Westendorf, Dresden

Antiphospholipid-Antikorpersyndrom
Ingrid Pabinger, Wien

Samstag, 8. Mai 2021

Angeborene Thrombozytenfunktionsstorungen

Barbara Zieger, Freiburg

Von-Willebrand-Erkrankung
Jan-Dirk Studt, Zirich

Vakzine-induzierte thrombotische Thrombozytopenie

Andreas Greinacher, Greifswald




Vortrag von:

Daniel Durschmied

Antithrombozytare Therapie



Antithrombozytdre Therapie

Prof. Dr. Daniel Dirschmied

Offenlegung moglicher Interessenskonflikte

Teilnahme an Studien oder Forschungsfoérderung:
Bayer Vital, CytoSorbents

Honorare fur Vortrage oder Beratung:
AstraZeneca, Bayer Vital, Boston Scientific, Pfizer, Daiichi Sankyo, Novartis

Sonstiges:
Einige Abbildungen wurden von Kollegen aus Klinik, Forschung oder Industrie zur Verfligung gestellt




Agenda

1. Update antithrombozytare Therapie
2. Prasugrel versus Ticagrelor
3. GPVI-Antagonist Revacept (ISAR-PLASTER, Phase 2)

Update antithrombozytdre Therapie

Primarprophylaxe
ohne KHK ‘ ces ’
v
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Update antithrombozytare Therapie
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ohne KHK ‘ ces ’
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Update

Chronisches Koronarsyndrom (CCS)

Standardtherapie: ASS

Knuuti et al. Eur Heart J 2019, 00: 1-71




Update

CCS mit besonders hohem Risiko

Koronare MehrgefdBerkrankung, pAVK oder cAVK
insbes. deren Kombination

wiederholte Ereignisse (Myokardinfarkt, Schlaganfall)

+ Risikofaktor

1. Diabetes mellitus

2. Herzinsuffizienz (EF 230%)
3. Niereninsuffizienz (eGFR 15-59 ml/min)

adaptiert nach Knuuti et al. Eur Heart J 2019, 00: 1-71

Update

Intensivierte Therapie bei CCS

Substanz Dosis

Clopidogrel FN@ENT

Indikation

Nach Myokardinfarkt,
wenn DAPT fiir 1 Jahr toleriert wurde

Vorsicht

Zu beriicksichtigen

Prasugrel

1x 10 mg (1x 5 mg bei

Ticagrelor

UENOCL L2 2,5 mg

Gewicht <60 ke oder Nach PCl oder Myokardinfarkt, Alter Kontraindikation:
& wenn DAPT fir 1 Jahr toleriert wurde |>75 Jahre |(Schlaganfall / TIA

Alter >75 Jahre)

Nach Myokardinfarkt,
2x 60 mg wenn DAPT fir 1 Jahr toleriert wurde

Nach Myokardinfarkt g:::;r::é Einziges Regime mit

nach Abschluss DAPT oder 15-29 Reduktion der

bei MehrgefalR-KHK . Gesamtmortalitat

ml/min

daptiert nach Knuuti et al. Eur Heart J 2019; 00: 1-71




Update antithrombozytare Therapie

Primarprophylaxe
ohne KHK

‘ Cccs ’

TAVI

Interven-

AV-Klappen

Vorhofohr

]
}
ASD/PFO |
)

[
{ ACS J tionen %
[

Primarprophylaxe J

‘ Bypass ’ ‘ Elektive PCI ’ [
{ Bypass ]

Update

PCl bei CCS

adaptiert nach Neumann et al. Eur Heart J 2018; 00: 1-96




Update

Anpassung der DAPT-Dauer

Time of use At the time of coronary stenting After 12 months of uneventful DAPT
DAPT duration Short DAPT (3—-6 months) Standard DAPT (12 months)
strategies assessed vs. vs.
Standard/long DAPT (12-24 months) Long DAPT (30 months)
Score calculation® HB 22 115 1 105 <10 Age
T T T 1
=75 -2pt
WBC <5 8 10 12 14 16 18 220 65 to <75 -l pt
<65 0pt
Age S0 60 0 80 290 Cigarette smoking +l pt
Diabetes mellitus +| pt
CrCl 210 LW e w0 o 0 MI at presentation +l pt
: ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Prior PCl or prior Ml +l pt
Prior Mo e Paclitaxel-eluting stent +1 pt
Bleeding T Stent diameter <3 mm +l pt
Score 0 2 4 6 8 1012 1416 18 20 22 24 26 28 % CHF or LVEF <30% *2pt
Points  TTTTTTT T IT T T T TTTTT ] Vein graft stent +2pt
Score range 0 to 100 points -2 to 10 points
Decision making cut-off Score 225 = Short DAPT Score =2 = Long DAPT
suggested Score <25 = Standard/long DAPT Score <2 = Standard DAPT
Calculator www.precisedaptscore.com www.daptstudy.org

Valgimigli et al. Eur Heart J 2017, 00: 1-48

©ESC 2017

Update

Abschatzung des Blutungsrisikos

www.precisedatpscore.com




Update

Abschatzung des Blutungsrisikos

Urban et al. Eur Heart J 2019, 40: 2632

Update

Abschatzung des Blutungsrisikos

Academic Research Consortium for High Bleeding Risk




Update antithrombozytare Therapie

Primarprophylaxe
ohne KHK
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Update

ACS

Collet et al. Eur Heart J 2020; 00: 1-79




Update antithrombozytare Therapie

[ Cccs ’ (
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Update

TAVI: ASS (POPULAR-TAVI)

Blutungen CV Tod, Schlaganfall, Myokardinfarkt

Brouwer et al. NEJM 2020; 383: 1447




Update

TAVI: ASS

Hochholzer (...) Dirschmied et al. Der Kardiologe 2021; 15: 57

Update

Mitral-Clipping: 1-3 Mon DAPT, dann ASS

Hochholzer (...) Dirschmied et al. Der Kardiologe 2021; 15: 57




Update

PFO/ASD: 1-6 Mon DAPT, dann ASS

Hochholzer (...) Dirschmied et al. Der Kardiologe 2021; 15: 57

Update

Vorhofohr: 3 Mon DAPT, dann ASS

Hochholzer (...) Dirschmied et al. Der Kardiologe 2021; 15: 57




Update

Devicethrombose: Intensivieren

Hochholzer (...) Dirschmied et al. Der Kardiologe 2021; 15: 57

Update

Aktuelle Standardregime:

* Hochrisiko-CCS:
a) ASS + 2x 2,5mg Rivaroxaban
b) langfristige DAPT

* PCl bei CCS: 6 Mon ASS + Clopidogrel,
dann ASS

* ACS: 12 Mon DAPT
* TAVI: ASS

* MitraClip: 1-3 Mon ASS + Clopidogrel,
dann ASS




Prasugrel versus Ticagrelor

Collet et al. Eur Heart J 2020; 00: 1-79

Prasugrel versus Ticagrelor

ISAR-REACT 5

STEMI

Unstable Angina, NSTEMI

Randomization

Ticagrelor
180 mg loading

Randomization
Ticagrelor Prasugrel
180 mg loading 60 mg loading

Angiography + PCI
Ticagrelor Prasugrel
90 mg 1-0-1 10 mg 1-0-0*

Duration of ADP receptor therapy: 12 months

Concomitant ASA: 75-150 mg/d

# In patients with known coronary anatomy

* Prasugrel 5 mg in patients 2 75 years of age or weight < 60 kg

Schulz et al. J Cardiovasc Transl Res 2014, 7: 91-100

Angiography
Prasugrel
60 mg loading
PCI
Ticagrelor Prasugrel
90 mg 1-0-1 10 mg 1-0-0*




Prasugrel versus Ticagrelor

ISAR-REACT 5

CV death, M, stroke

109 Hazard ratio, 1.36 (95% Cl, 1.09-1.70)  Ticagrelor
90 94 P=0.006
8_
—_— 30
X 77
E:’, 70 6 Prasugrel
3 60 57
3 4
= 504 3
[}
£ 404 2
—_— 1_
=1
g 30_ 0 T T T T T 1
O 204 0 2 4 6 8 10 12
10+
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Months since Randomization

Schiipke et al. NEJIM 2019, 381: 1524-34

Cumulative Incidence (%)

Major bleeding

1004 o
Hazard ratio, 1.12 (95% Cl, 0.83-1.51)
09 97 pooss
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Prasugrel versus Ticagrelor

Leitlinie tendiert zu Prasugrel

Prasugrel should be considered in preference to ticagrelor for NSTE-ACS patients

who proceed to PCIL.

Collet et al. Eur Heart J 2020; 00: 1-79




Prasugrel versus Ticagrelor

Prasugrel war dem Ticagrelor in ISAR-
REACT 5 liberlegen.

Es wird deshalb in den aktuellen

Leitlinien zum NSTE-ACS mit einer ,,soll-
Empfehlung” gegeniliber dem Ticagrelor

praferiert.

Prasugrel versus Ticagrelor
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Prasugrel versus Ticagrelor

TWILIGHT-COMPLEX

Enrolled PCI Patients
(N =9006)
1

Enrolled Complex PCI
(N =2956)

Post Enrollment Period
3 Months

ESC 2020
Dangas et al. JACC 2020; 75: 2412

Randomized
Complex PCI

Ticagrelor + Aspirin

Standard of Care

2620

GW)

Ticagrelor + Placebo

Randomization Period
12 Months

Standard of Care

|15 MI Observation Period
3 Months

Prasugrel versus Ticagrelor

TWILIGHT-COMPLEX

Dangas et al. JACC 2020; 75: 2412




Prasugrel versus Ticagrelor

TWILIGHT-DM

High-Risk PCI Patients
(N =9006)

Ticagrelor + Aspirin

Standard of Care

Enrolled with DM
(N = 3395)

Enrollment Period l 3M '
3 Months

ESC 2020
Angiolillo et al. JACC 2020; 75: 2403

Ticagrelor + Placebo

Randomization Period
12 Months

Standard of Care

Observation Period
15 M| ===re =T
O 3 Months

Prasugrel versus Ticagrelor

TWILIGHT-DM

Angiolillo et al. JACC 2020; 75: 2403




Prasugrel versus Ticagrelor

Ticagrelor mono (im Anschluss an 3 Mon
DAPT) war mit deutlich weniger
Blutungen assoziiert als langere DAPT.

Auch nach komplexer PCl und bei
Diabetes mellitus war dieses TWILIGHT-
Regime sicherer — und fihrte nicht zu
mehr ischamischen Ereignissen.

GPVI-Antagonist Revacept
(ISAR-PLASTER, Phase 2)

Mavyer et al.

Efficacy and Safety of Revacept, a Novel Lesion-Directed
Competitive Antagonist to Platelet Glycoprotein VI, in Patients
Undergoing Elective Percutaneous Coronary Intervention for
Stable Ischemic Heart Disease

JAMA Cardiology, 2021, online March 31




GPVI-Antagonist Revacept

Hoffnung: Antithrombotikum ohne
Blutungskomplikationen
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GPVI-Antagonist Revacept

ISAR-PLASTER Studie

Elektive PCIl bei CCS

509 Assessed for eligibility

175 Excluded
171 Not meeting inclusion criteria

15 Elevated hs troponin T
1 Allergy
1 Sustained hypertension
1 Indication for OAC
1 Bleeding within the last 30 d
1 No clinically stable CAD

51 No angiographic evidence of CAD

99 Neck or shoulder condition
3 Withdrawal of informed consent

before randomisation

1 Other reasons.

PN
C %3734 Randomized D

120 Allocated t!revacegt 160 ma '
120 Received allocated drug

121 Allocated tl revacept, 80 ma ' 93 Allocated t! Elaceho'
119 Received allocated drug 93 Received allocated drug

Follow-up and analysis at 48 h (primary end point) ‘

' v v
‘ 1 Missing peak hs troponin T ‘ ‘ 1 Missing peak hs troponin T ‘ ‘ 3 Missing peak hs troponin T
' v v

‘ 120 Analyzed

121 Analyzed ‘ ‘ 93 Analyzed

Follow-up and analysis at 30 d (secondary end points) ‘

v

v v

3 Incomplete follow-up (<30+7 d)
1 Withdrawal of informed consent
atday 1

2 Incomplete follow-up (<30+7 d) 1 Incomplete follow-up (<307 d)
1 Death atday 9 1 Withdrawal of informed consent

1 Follow-up at day 21 atday 5
1 Follow-up at day 20
1 Follow-up at day 21
'
120 Analyzed | | 121 Analyzed | | 93 Analyzed

Mayer et al. JAMA Cardiol. 2021 Mar 31 online

GPVI-Antagonist Revacept

ISAR-PLASTER Studie

25+
20
Priméarer Endpunkt: -
Tod oder Myokardschaden £ 15
(TropT >5ULN in 48h) 2
g 10-
5]
0

.89

Revacept, 160 mg

Mayer et al. JAMA Cardiol. 2021 Mar 31 online

Revacept, 80 mg Placebo
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GPVI-Antagonist Revacept

ISAR-PLASTER Studie

No. (%)
. . Revacept
. Placeb

SICherheltsendpunkt' Characteristic 160 mg (n = 120) 80 mg (n =119) (naieQ.’?) P value

30d Blutungen gemald BARC type 2-5 6(5.0) 7(5.9) 8(8.6) 36

. . Type 2 5 5 7 NA

Bleeding Academic Type 35 . . | a

Research Consortium Type 3b 0 1 0 NA

Type 3c 0 0 0 NA

Type 4 0 0 0 NA

Type 5 0 0 0 NA

Mayer et al. JAMA Cardiol. 2021 Mar 31 online

GPVI-Antagonist Revacept

ISAR-PLASTER Studie

E Collagen-induced platelet aggregation
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Mayer et al. JAMA Cardiol. 2021 Mar 31 online
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GPVI-Antagonist Revacept

Das Fusionsprotein Revacept bindet
Kollagen (an rupturierten Plaques) und
verhindert dadurch Plattchenadhasion.

Mit der Phase-2-Studie ISAR-PLASTER
traten mit Revacept keine relevanten
Blutungen auf.

Phase 3 (und ACS) wird interessant...

Antithrombozytare Therapie - ZUSAMMENFASSUNG

Der langjahrige Standard mit ASS beim
CCS wurde fliir Hochrisikopatienten
erweitert.

Nach TAVI wurde der Standard auf ASS
reduziert.

Nach ACS sprechen aktuelle Daten fiir
Prasugrel — aber auch fiir Ticagrelor
mono (nach 3 Mon DAPT).

Ausblick: neue Antithrombotika
kommen, z.B. Revacept.
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Einleitung

Patienten mit plasmatischen Gerinnungsstorungen, arteriellen oder vendsen Thromboembolien,
GefaRrekonstruktionen, mechanischem Herzklappenersatz oder Vorhofflimmern bendtigen in aller
Regel eine Hemmung der plasmatischen Gerinnung und damit eine tempordre oder dauerhafte
Antikoagulation. Diese kann in niedriger Dosierung zur Primarprophylaxe von arteriellen oder vendsen
Gerinnseln eingesetzt werden oder in therapeutischer Dosierung zur Behandlung oder

Sekundarprophylaxe solcher Thromboembolien

Neben den klassischen parenteralen Blutverdiinnern und den Viitamin-K-Antagonisten stehen seit
mehr als 10 Jahren direkt wirkende orale Antikoagulantien zur Verfligung, welche zunehmend breitere
Verbreitung in immer mehr Indikationen finden. Eine genaue Kenntnis der jeweiligen
substanzspezifischen Besonderheiten, Zulassungen und Studiendaten ist essentiell, um
Hochrisikopatienten nach sorgfaltigen differentialtherapeutischen Uberlegungen die fiir die jeweilige

Situation optimale Therapiealternative auszuwahlen.

Doch langst nicht alle Studien auf diesem Gebiet waren erfolgreich und so missen auch nicht-
bestatigte Therapiekonzepte im Detail besprochen werden. Darliber hinaus werden immer 6fter nicht-
interventionelle Beobachtungsstudien publiziert zu Antikoagulationsaspekten, fir die gute
randomisierte Studien nicht verfiigbar sind. Die im Rahmen dieser Ubersichtsarbeit vorgestellten
Publikationen aus dem Jahr 2020 sollen helfen, die neuesten Entwicklungen auf dem Gebiet der
Antikoagulation kurz und pragnant zusammenzufassen. Angesichts der Fille neuer Daten kann diese

Darstellung aber keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben.



Differentialtherapie Antikoagulation- Highlight 1:

Oral Anticoagulation for Patients With Atrial Fibrillation on Long-Term Dialysis
Kuno et al.; ] Am Coll Cardiol 2020;75:273-85

Hintergrund

Patienten mit Langzeitdialyse haben ein erhdhtes Blutungsrisiko. Obwohl orale Antikoagulanzien
(OACs) fur Vorhofflimmern (VHF) empfohlen werden, um das Schlaganfallrisiko zu reduzieren, haben
die Zulassungsstudien Patienten mit CKD 5 und 6 grundsatzlich ausgeschlossen. Daher ist der klinische
Nutzen von OACs bei Dialysepatienten unbekannt. In einer Meta-Analyse wurden die Daten aus
nichtinterventionellen Beobachtungsstudien unter Alltagsbedingungen zusammengestellt und die
Wirksamkeit und Sicherheit der DOACs, Vitamin-K-Antagonisten (VKA) bei Patienten mit AF und

Langzeitdialyse im Vergleich zu keiner Antikoagulation analysiert.
Methodik:

- Metaanalyse von nichtinterventionellen Beobachtungsstudien unter Alltagsbedingungen auf

Basis einer MEDLINE- und EMBASE-Literatursuche (bis zum 10. Juni 2019)

Studienaufbau (Originalabbildung aus Kuno et al.; J Am Coll Cardiol 2020;75:273-85)



- Eingeschlossen wurden Studien, die die Wirksamkeit und Sicherheit verschiedener OAC-
Strategien bei Patienten mit VHF bei Langzeitdialyse untersuchten. Die
Wirksamkeitsendpunkte  waren ischdmischer Schlaganfall und/oder systemische

Thromboembolie sowie Sterblichkeit jedweder Ursache. Sicherheitsendpunkt war eine

schwere Blutung.

Ergebnisse

- 16 Beobachtungsstudien an Patienten mit Langzeitdialyse und AF wurden identifiziert (N =
71.877); mittleres FU 18-52 Monate

- nurin 2 von 16 Studien wurden direkte OACs untersucht

- die Ergebnisse flir Dabigatran und Rivaroxaban beschrdankten sich auf schwere

Blutungsereignisse (keine Wirksamkeitsdaten)

Wesentliche Patientencharakteristika in den eingeschlossenen Studien (Originalabbildung aus Kuno et al.; J Am Coll

Cardiol 2020;75:273-85)



- Im Vergleich zu keiner Antikoagulation zeigten Apixaban und Warfarin keine signifikante
Risikoabnahme fiir Schlaganfall und/oder systemische Thromboembolie (Apixaban 5 mg,
Hazard Ratio [HR]: 0,59; 95% Konfidenzintervall [Cl]: 0,30 bis 1,17; Apixaban 2,5 mg, HR: 1,00;
95% Cl: 0,52 bis 1,93; Warfarin, HR: 0,91; 95% KI: 0,72 bis 1,16).
Relative Wirksamkeit von Apixaban, VKA oder keiner Antikoagulation in der Verhinderung ischdmischer Schlaganfdille

und systemischer Embolien bei Dialysepatienten mit VHF (Originalabbildung aus Kuno et al.; ] Am Coll Cardiol

2020;75:273-85)



- Apixaban 5 mg zeigte ein deutlich geringeres Mortalitatsrisiko (vs. Warfarin, HR: 0,65; 95% Cl:
0,45 bis 0,93; vs. Apixaban 2,5 mg, HR: 0,62; 95% KI: 0,42 bis 0,90; vs. kein Antikoagulans, HR:
0,61; 95% ClI: 0,41 bis 0,90).

Relativer Einfluss von Apixaban, VKA oder keiner Antikoagulation auf die Gesamtmortalitdit bei Dialysepatienten mit

VHF (Originalabbildung aus Kuno et al.; ] Am Coll Cardiol 2020;75:273-85)



- Warfarin wies ein signifikant héheren Risiko fiir schwere Blutungen als Apixaban 5 mg/2,5 mg
und keine Antikoagulation auf (vs. Apixaban 5 mg, HR: 1,41; 95% Cl: 1,07 bis 1,88; vs. Apixaban
2,5 mg, HR: 1,40; 95% Cl: 1,07 bis 1,82; vs. kein Antikoagulans, HR: 1,31; 95% Cl: 1,15 bis 1,50).
- Dabigatran und Rivaroxaban waren mit einem signifikant héheren Risiko fiir schwere

Blutungen als Apixaban oder keine Antikoagulation verbunden.

Relativer Einfluss von Apixaban, Dabigatran, Rivaroxaban, VKA oder keiner Antikoagulation auf das Risiko schwerer

Blutungen bei Dialysepatienten mit VHF (Originalabbildung aus Kuno et al.; ] Am Coll Cardiol 2020;75:273—-85)



Bedeutung fiir die klinische Praxis

Diese Meta-Analyse unterstiitzt die These, dass eine orale Antikoagulation das Thromboembolie-
Risiko bei Dialysepatienten mit VHF nicht reduzierten. Warfarin, Dabigatran und Rivaroxaban zeigten
ein signifikant hoheren Blutungsrisiko im Vergleich zu Apixaban und keine Antikoagulation. Wahrend
die Analysen fur die Patienten mit VKA, Apixaban oder keiner Antikoagulation zumindest auf
ausreichend grolRen Fallzahlen basieren, sind die Ergebnisse fir Dabigatran und Rivaroxaban sehr
kritisch zu hinterfragen. Auch die methodischen Limitierungen dieser Meta-Analyse sind nicht
unerheblich. So waren die Originalstudien z.T. problematisch, da sie stark variierende
PopulationsgréfRen (absolut und je Studienarm) beinhalteten, nur in einigen Studien Adjustierungen
flr baseline-Unterschiede erfolgten und da nicht immer Wirksamkeits- UND Sicherheitsdaten
berichtetet wurden. Auch erfolgte keine Patient-level-Metaanalyse, sondern Auswertungen erfolgten
nur Uber die Endergebnisse der Originalstudien hinweg. Da nicht-interventionelle
Beobachtungsstudien einem starken Risiko von Verzerrungen und statistischen Fehlern unterliegen,
kann auch eine Meta-Analyse solcher Daten keine definitive Klarung der Studienhypothese erbringen.
Die Daten dieser Analyse deuten aber darauf hin, dass das Nutzen-Risiko-Verhiltnis von oralen
Antkoagulantien bei Patienten mit VHF und Langzeitdialyse in randomisierten klinischen Studien

evaluiert werden sollte



Differentialtherapie Antikoagulation- Highlight 2:

Multicenter Randomized Controlled Trial of Vitamin K Antagonist Replacement by Rivaroxaban

with or without Vitamin K2 in Hemodialysis Patients with Atrial Fibrillation: the Valkyrie Study

De Vriese, et al.; JASN 2020, 31 (1) 186-196; DOI: https://doi.org/10.1681/ASN.2019060579

Hintergrund

Obwohl Vitamin-K-Antagonisten (VKAs) haufig zur Verringerung des thromboembolischen Risikos bei
Vorhofflimmern (VHF) verwendet werden, werden sie als wahrscheinliche Ursache fiir eine
beschleunigte GefdaBverkalkung bei Patienten mit Himodialyse gesehen, da ein funktioneller Vitamin-
K-Mangel die Arterioskleroseentstehung durch Hemmung des Matrix-gla-Proteins (MGP) beglinstigen
kann. In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung des Vitamin-K-Status auf die Progression der
Gefalverkalkungen bei 132 Patienten mit Himodialyse und Vorhofflimmern untersucht und dabei der

Einsatz von VKA mit Rivaroxaban (mit oder ohne Vitamin-K2-Supplementation) verglichen.

Methodik:

- randomisierte Multicenterstudie an 3 Zentren in Belgien

- Patienten wurden randomisiert zu VKA mit Ziel INR 2-3, Rivaroxaban 10 mg taglich, oder
Rivaroxaban 10 mg taglich plus Vitamin K2 2000 g dreimal wdchentlich

- Nachbeobachtung tiber 18 Monate

- Messung des systemischen Vitamin-K-Status anhand des uncarboxylierten (inaktivem) MGP-
Vorlaufers dp-ucMGP und Quantifizierung der Arterioskleroseprogressionanhand von
Koronar- und Aortenkalzifizierungs-scores (CAC score) sowie Pulswellengeschwindigkeit

(PWV)

Ergebnisse

- Baseline dp-ucMGP war in allen Gruppen stark erhoht
- Die Einleitung oder Fortsetzung einer VKA-Therapie erh6hte dp-ucMGP weiter, wahrend die
Werte in der Rivaroxaban-Gruppe und in groRerem Umfang in der Rivaroxaban+Vitamin K2-

Gruppe zurlickgingen



Verlauf der dp-ucMGP-Plasmaspiegel unter einer neu begonnen oder fortgefiihrten VKA-Therapie oder nach Umstellung

auf Rivaroxaban * Vit.K-Supplementation (Originalabbildung aus De Vriese, et al.; JASN 2020, 31 (1) 186-196)

- arteriosklerotische Veranderungen in den HerzkranzgefaBen und der thorakalen Aorta sowie
Herzklappenkalziumwerte und Pulswellengeschwindigkeit nahmen wahrend des follow-up
zu. Diese Zunahme unterschied sich nicht signifikant zwischen den Behandlungsarmen

- die Rate an Schlaganfallen, kardiovaskulare Ereignissen und der Gesamtsterblichkeit waren
zwischen den Gruppen dhnlich

- Insgesamt war die Rate an Blutungsergebnissen nicht signifikant unterschiedlich, allerdings
traten weniger lebensbedrohliche und schwere Blutungen in den Rivaroxaban-Armen auf im

Vergleich zum VKA-Arm.

Bedeutung fiir die klinische Praxis

- Das Beenden von VKAs und die Gabe von hochdosiertem Vitamin K2 verbessern den Vitamin-
K-Status bei Patienten mit Hdmodialyse, haben aber liber 18 Monate hinweg keine signifikante
positive Wirkung auf die Arteriosklerose progression

- Die Umstellung von VKA auf Rivaroxaban zeigte vergleichbare Wirksamkeit und eine Reduktion

von Blutungskomplikationen
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Differentialtherapie Antikoagulation- Highlight 3:

Rivaroxaban in Patients with Atrial Fibrillation and a Bioprosthetic Mitral Valve
Guimardes, et al.; N Engl J Med. 2020,;383(22):2117-2126

Hintergrund

Rivaroxaban ist zugelassen zur Schlaganfallpravention bei Patienten mit nichtvalvularem
Vorhofflimmern und in dieser Indikation einer Therapie mit VKA nicht unterlegen. Patienten mit VHF
und Z.n. biologischem Mitralklappenersatz waren allerdings aus der Zulassungsstudie ROCKET-AF
ausgeschlossen und so ist der Effekt von Rivaroxaban bei diesen Patienten ungewiss.

Methoden

- randomisierte Studie zum Vergleoich Rivaroxaban 20 mg einmal taglich vs. dosisangepasstem
Warfarin (Ziel INR 2,0 bis 3,0) bei Patienten mit Vorhofflimmern und einer bioprothetischen
Mitralklappe

- multizentrische Studie an 49 Standorten in Brasilien

- primarer Endpunkt: Kombination aus Tod, schweren kardiovaskuldaren Ereignissen
(Schlaganfall, transienter ischdmischer Angriff, systemische Embolie, Klappenthrombose oder
Krankenhausaufenthalt bei Herzinsuffizienz) oder schweren Blutungen nach 12 Monaten.

Ergebnisse

- Einschluss von 1005 Patienten

- Mittlere Zeit bis zum Eintritt eines Studienendpunktes 347,5 Tage in der Rivaroxaban-Gruppe
und 340,1 Tage in der Warfarin-Gruppe auf (Differenz 7,4 Tage; 95% Konfidenzintervall [Cl],
1,4 bis 16,3; P<0.001 fir Nichtunterlegenheit).

Kaplan-Meier-Analyse des primdéren Studienendpunktes (Kombination aus Tod, schweren kardiovaskuléren Ereignissen
oder schweren Blutungen) wéhrend der 12 monatigen Therapiephase (Originalabbildung aus Guimardes, et al.; N Engl J

Med. 2020;383(22):2117-2126)

11



- Tod durch kardiovaskuldre Ursachen oder thromboembolische Ereignisse bei 17 (3,4%)
Patienten in der Rivaroxaban-Gruppe und bei 26 (5,1%) in der Warfarin-Gruppe (Hazard Ratio,
0,65; 95% Cl, 0,35 bis 1,20)

- Inzidenz von Schlaganfallen 0,6% in der Rivaroxaban-Gruppe und 2,4% in der Warfarin-Gruppe
(Hazard Ratio, 0,25; 95% Cl, 0,07 bis 0,88)

- Schwere Blutungen bei 7 Patienten (1,4%) in der Rivaroxaban-Gruppe und bei 13 (2,6%) in der
Warfarin-Gruppe auf (Hazard Ratio, 0,54; 95% Cl, 0,21 bis 1,35)

- Die Haufigkeit anderer schwerwiegender unerwiinschter Ereignisse war in beiden Gruppen
ahnlich.

Ereignisraten fiir den primédren Endpunkt und dessen Komponenten (Originalabbildung aus Guimardes, et al.; N Engl J

Med. 2020;383(22):2117-2126)

Bedeutung fiir die klinische Praxis

Bei Patienten mit VHF und einer bioprothetischen Mitralklappe war Rivaroxaban in Bezug auf die
mittlere Zeit bis zum priméaren Ausgang des Todes, grofReren kardiovaskuladren Ereignissen oder
schweren Blutungen nach 12 Monaten der Behandlung mit Warfarin nicht unterlegen. Die
Gesamtzahl aus Schlaganfallen (ischamisch und hdmorrhagisch) war unter Rivaroxaban signifikant
reduziert. Insofern sollte das Vorhandensein eines biologischen Mitralklappenersatzes bei Patienten

mit VHF den Einsatz von Rivaroxaban nicht einschranken.
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Differentialtherapie Antikoagulation- Highlight 4:

Effect of Osocimab in Preventing Venous Thromboembolism Among Patients Undergoing Knee

ArthroplastyThe FOXTROT Randomized Clinical Trial
Jeffrey I. Weitz, et al.; JAMA. 2020;323(2):130-139. doi:10.1001/jama.2019.20687
Hintergrund

Vendse Thromboembolien (VTE) sind hdufige Komplikationen nach Hift- und
Kniegelenksersatzoperationen. Klassische Antikoagulantien hemmen die Bildung oder Wirkung von
Thrombin und reduzieren so das VTE-Risiko. Gleichzeitig erhoht dieser Wirkmechanismus das Risiko
von Blutungskomplikationen. Eine Faktor-Xla-Hemmung kdnnte dieses Problem I6sen, indem die
eigentliche Gerinnungskaskade bis hin zur Thrombingeneration ungestort bleibt, aber der tiber FXI
laufende Amplifikationsweg, welcher zu tiberschieRender Gerinnselbildung beitragen kdnnte,
gehemmt wird. Bisher ist die Wirksamkeit und Sicherheit einer solchen anti-FXI-basierten
Thromboseprophylaxe weitestgehend unbekannt. Osocimab ist ein lang wirkender, vollstandig
humaner monoklonaler Antikdrper, der den Faktor Xla hemmt. Ziel der vorliegenden Studie war ein
Vergleich verschiedener Dosen von Osocimab mit Enoxaparin und Apixaban zur

Thromboseprophylaxe bei Patienten, die sich einer Kniearthroplastie unterzogen haben.

Methodik:

- Randomisierte, offene, Adjudizierer-verblindete Phase-2-Nicht-Unterlegenheitsstudie zur
VTE-Prophylaxe bei erwachsenen Patienten mit einseitiger Knieendoprothese, durchgefiihrt
in 54 Krankenhdusern in 13 Landern.

- Thromboseprophylaxe mit verschiedenen intravendsen praoperativen Osocimab-
Dosierungen (0,3 mg/kg [n = 109] oder 1,8 mg/kg [n = 108]; ausschlieBlich postoperativen
Dosierungen (0,3 mg/kg [n = 107], 0,6 mg/kg [n = 65], 1,2 mg/kg [n = 108] oder 1,8 mg/kg [n
= 106] oder 40 mg subkutanes Enoxaparin einmal taglich (n = 105) oder 2,5 mg orales
Apixaban zweimal taglich (n = 105) fir mindestens 10 Tage oder bis zur Venographie.

- primarer Wirksamkeitsendpunkt: VTE-Inzidenz zwischen Tag 10 und 13 postoperativ
(bewertet durch obligatorische bilaterale Venographie 10 bis 13 Tage nach der Operation
oder bestatigte symptomatische tiefe Venenthrombose oder Lungenembolie)

- primarer Sicherheitsendpunkt: Rate schwerer oder klinisch relevanter nicht-schwerer

Blutungen bis 13 Tage postoperativ
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Studienaufbau (Originalabbildung aus Weitz et al.; JAMA. 2020;323(2):130-139. doi:10.1001/jama.2019.20687)

Ergebnisse

Einschluss von 813 randomisierten Teilnehmern (mittleres Alter 66,5 Jahre; Body-Mass-Index,
32,7 kg/m?; 74,2% Frauen); Auswertung von 600 in der per Protokoll-Population fir die
primare

trat bei 18 (23,7%) Patienten mit einer postoperativen Osocimab Dosierung von 0,3 mg/kg
auf, bei 8 (15,7%) mit 0,6 mg/kg, bei 13 (16,5%) mit 1,2 mg/kg und bei 14 (17,9%) mit 1,8
mg/kg; bei 23 (29.9%) mit einer prdoperativen Osocimab Dosierung von 0,3 mg/kg und bei 9
(11,3%) mit 1,8 mg/kg;

im Vergleich dazu trat der priméarer Endpunkt bei 20 (26.3%) der Patienten, die Enoxaparin
erhielten und bei 12 (14,5%) Patienten mit Apixabanprophylaxe auf

Osocimab zeigte gegeniiber Enoxaparin eine postoperativ gegeben, erfiillte die Kriterien fir
Nichtunterlegenheit im Vergleich zu Enoxaparin mit Risikounterschieden (1-seitige 95% Cls)
von 10,6% (95% Cl, -1,2% bis ==) bei der Dosis von 0,6 mg/kg; 9,9 % (95 % Cl, -0,9 % bis o) bei
der Dosis von 1,2 mg/kg und 8,4 % (95 % Cl, -2,6 bis =) bei der Dosis von 1,8 mg/kg.

Die praoperative Dosis von 1,8 mg/kg Osocimab erfiillte die Uberlegenheitskriterien
gegeniiber Enoxaparin mit einem Risikounterschied von 15,1 % (2-seitiges 90% Cl, 4,9% bis
25,2%)

Die postoperativen und prdoperativen Dosen von 0,3 mg/kg Osocimab erfillten nicht die
vorab festgelegten Kriterien flr Nichtunterlegenheit

Schwere oder klinisch relevante nicht-schwere Blutungen wurden bei bis zu 4,7 % der

Patienten mit Osocimab, 5,9 % mit Enoxaparin und 2 % bei Apixaban beobachtet.

14



Wirksamkeit (Originalabbildung aus Weitz et al.; JAMA. 2020;323(2):130-139. doi:10.1001/jama.2019.20687)

Sicherheit (Originalabbildung aus Weitz et al.; JAMA. 2020;323(2):130-139. doi:10.1001/jama.2019.20687)

Bedeutung fiir die klinische Praxis

Bei Patienten, die sich einer Kniearthroplastik unterziehen, kdnnten pra- oder postoperative
Osocimab-Gaben zur VTE-Prophylaxe zukiinftig eine wirksame und sichere Alternative zu den
bisherigen Standardantikoagulantien darstellen. Weitere Studien sind erforderlich, um die
Wirksamkeit und Sicherheit von Osocimab im Vergleich zur Standardthromboseprophylaxe breiter zu

untersuchen.

15



Vortrag von:

Ingrid Pabinger

Antiphospholipid-Antikérpersyndrom



Antiphospholipid-Antikorper Syndrom

Ingrid Pabinger

Klinische Abteilung fir Hdmatologie und Hamostaseologie,
Medizinische Klinik I, Medizinische Universitat Wien

Offenlegung moglicher Interessenskonflikte

Forschungsférderung:
CSL Behing, NovoNordisk, Takeda, Biotest

Honorare fur Vortrage oder Beratung:
Bayer, CSL Behing, NovoNordisk, Pfizer, Takeda




Antiphospholipid-Antikorper Syndrom
Agenda

1. Devreese et al. Guidance from the SSC for lupus
anticoagulant/antiphospholipid antibodies of the International
Society of Thrombosis and Hemostasis: Update of the
guidelines for lupus anticoagulant detection and interpretation.
JTH 2020

2. Ferrari et al. High prevalence of acquired thrombophilia without
prognosis value in patients with coronavirus disease. ] Am
Heart Assoc. 2020

3. Pengo et al. Trial of Rivaroxaban in AntiPhospholipid Syndrome
(TRAPS): Two-year outcomes after the study closure. JTH 2021

Thema des Highlights 1

Devreese et al

Guidance from the SSC for lupus anticoagulant/antiphospholipid
antibodies of the International Society of Thrombosis and Hemostasis:
Update of the guidelines for lupus anticoagulant detection and
interpretation.

Journal of Thrombosis and Haemostasis, 2020, 18: 2828-2839




Fokus auf Aspekten der Testung und Interpretation des
Lupus antikoagulans

Vergleich zu den Empfehlungen Pengo et al, JTH 2009*. Nur die ,, neuen”
oder ,,geanderten“Aspekte werden behandelt

* Patientenselektion

* Praanalytische Aspekte

* |Interpretation

* Bestatigung in zeitlichem Abstand

*Pengo V et al, JTH 2009, 7, 1737




Patientenselektion

Die Testung auf Lupus Antikoagulans (LA) soll zusammen mit der
Testung auf Kardiolipin- und beta2-GP1-Antikdrper erfolgen
Testung empfohlen:

* Bei jlingeren Patienten (<50.Lj) mit nicht-provozierter vendser
Thromboembolie (VTE)

* Bei VTE an untypischer Lokalisation

* Beijlingeren Patienten (<50.Lj) mit ischamischem Schlaganfall,
transitorischer ischamischer Attacke oder anderem Hinweis auf
Ischamie des Gehirns

e Mikrovaskularen Lasionen

* Rezidiv einer VTE, das nicht durch eine subtherapeutische
Antikoagulation oder eine Tumorerkrankung erklart werden kann

Patientenselektion — mit Kommentaren

Die Testung auf Lupus Antikoagulans (LA) soll zusammen mit der
Testung auf Kardiolipin- und beta2-GP1-Antikdrper erfolgen

Testung empfohlen:

* Bei jlingeren Patienten (<50.Lj) mit nicht-provozierter vendser
Thromboembolie (VTE)
* Viele Patienten zur Untersuchung, hat Einfluss auf die Therapie.
Evidenz fiir den Alters-cut-off?
* Bei VTE an untypischer Lokalisation
* Evidenz?




Patientenselektion — mit Kommentaren

Die Testung auf Lupus Antikoagulans (LA) soll zusammen mit der
Testung auf Kardiolipin- und beta2-GP1-Antikdrper erfolgen

Testung empfohlen:

* Beijlingeren Patienten (<50.Lj) mit ischamischem Schlaganfall,
transitorischer ischamischer Attacke oder anderem Hinweis auf
Ischamie des Gehirns

* Viele Patienten zur Untersuchung. Hat Einfluss auf Therapie.

* Mikrovaskularen Lasionen
* Viele Patienten zur Untersuchung. Einfluss auf Therapie?
* Rezidiv einer VTE, das nicht durch eine subtherapeutische
Antikoagulation oder eine Tumorerkrankung erklart werden kann

* Unprdzise: Nur bei nicht-provozierten oder auch bei
provozierten Thrombosen? Was ist mit Patienten, die nach
Absetzen der Antikoagulation friih rezidivieren?

Patientenselektion

Testung empfohlen — Fortsetzung

Schwangerschaftskomplikationen
* Schwangerschaftsverlust nach der 10. SSW
 Rezidivierende Frihaborte

* Frihgeburtlichkeit, die mit Praeklampsie, HELLP-Syndrom,
Wachstumsverzogerung oder Plazentainsuffizienz einhergeht

* Totgeburt

Systemischer Lupus erythematodes: LA Testung ist Teil der
diagnostischen Kriterien und tragt zur Risiko-Einschatzung bei




Patientenselektion

Testung in Erwagung zu ziehen

* Bei Patienten mit Immunthrombozytopenie (ITP), inbesonders wenn
Gelenksschmerzen, Arthritis, Thromboembolie oder Ulcerationen im
Mund vorhanden sind

* Livedo reticularis

* Jlingere Patienten (<50. Lj), wenn ,,non-criteria“ Manifestationen
vorhanden sind (z.B. Erkrankungen der Herzklappen, systemische
Autoimmunerkrankungen)

* Jingere Patienten (<50. Lj) mit provozierter VTE, wenn das
auslosende Ereignis ,,dysproportional mild“ ist.

* Bei unklarer Verlangerung der aPTT

Patientenselektion — mit Kommentaren

Testung in Erwagung zu ziehen

* Bei Patienten mit Immunthrombozytopenie (ITP), inbesonders wenn
Gelenksschmerzen, Arthritis, Thromboembolie oder Ulcerationen im
Mund vorhanden sind

* Bei ITP und LA erhéhtes Risiko fiir Thrombembolien bei
Thrombopoetin Rezeptor Agonisten* (und nach Splenektomie?)

* Livedo reticularis
* Wenn mit zerebralen Durchblutungsstérungen: Sneddon Syndrom

*Guitton et al,
Rheumatology 2018, 57, 1432

https://www.mayoclinic.org/livedo-reticularis/img-20006069




Patientenselektion — mit Kommentaren

Testung in Erwagung zu ziehen

* Jingere Patienten (<50. Lj) , wenn ,,non-criteria“ Manifestationen
vorhanden sind (z.B. Erkrankungen der Herzklappen, systemische
Autoimmunerkrankungen)

 Einzelne Manifestationen sind auch in den APS Kohorten selten
* Jlingere Patienten (<50. Lj) mit provozierter VTE, wenn das auslésende
Ereignis , dysproportional mild“ ist.
* Was ist ,dysproportional mild“?
* Bei unklarer Verlangerung der aPTT
* Klinische Konsequenz?

Praanalytische Aspekte

* In der Akutphase kdonnen ,falsch” positive/negative Resultate erhoben werden

* |dealerweise: LA Testung ohne Antikoagulation

* Vitamin K Antagonisten: Moglichst 2 Wochen Pause (ev. mit
Niedermolekularem Heparin (NMH) Uberbriickung)

 Direkte orale Antikoagulantien: moglichst 48 Stunden Pause, langer bei
Niereninsuffizienz

* NMH: 12 Stunden Pause




Analytik

* Prothrombinzeit/INR, APTT und Fibrinogen sollten zur Erhebung
der Hintergrundinformation (Antikoagulation oder Koagulopathie
vorhanden?) bestimmt werden

* Bestimmung von Anti Xa bei Patienten unter Heparin oder NMH

* Tauschversuchs (,mixing test”) ist ,verdachtig auf LAY, wenn die
Zeit langer ist als der lokale ,cut off” Wert

 Ein Bestatigungstest sollte dann gemacht werden, wenn der
screening (DRVVT oder APTT) Test positiv ist (ein positiver
Tauschversuch ist daflr nicht mehr nétig)

Interpretation und Befundbericht

Interpretation
* Verwende keine ,cut off“ Werte, die woanders erstellt wurden.

* Interpretation der Resultate nach lokalen ,cutt off“ Werten — soll
anhand von minimal 120 gesunden Personen (99ste Perzentile)
erstellt werden

Befundbericht
* LA wird im Befund mit positiv oder negativ angegeben

» Verdacht auf” oder ,zweifelhafter” LA Test Ergebnis sind im
Befund zu vermeiden




Bestitigung (keine Anderung)

* Bestatigung nach 12 Wochen

Leitlinien fur Diagnostik und
Interpretation des Lupus Antikoagulans

Es wird empfohlen, die Diagnostik auf LA und
Antiphospholipid-AK ziemlich breit einzusetzen

Die Erstellung der Referenzbereiche ist aufwandig und
kann wohl nicht durch jedes Labor geleistet werden.

* Dies ist eine Fuf3note zum Ersten Abschnitt des Blindtextes




Thema des Highlights 2

Ferrari et al.

High prevalence of acquired thrombophilia without prognosis value in
patients with coronavirus disease

J Am Heart Assoc. 2020, 9:e 017773.

Hintergrund

* Patienten mit COVID-19 haben ein
hohes Risiko fir venose
Thromboembolie

e Massives inflammatorisches Geschehen

Colling and Kanthi
Vasc Med 2020




Risk of venous thromboembolism in patients with COVID-19: A
systematic review and meta-analysis

Stephan Nopp MD' @ | Florian Moik MD' @ 1 | Bernd Jilma MD? @ |
Ingrid Pabinger MD! | Cihan Ay MD'3 ([

RPTH 2020;
4:1178-1191.

APA bei kritisch kranken COVID-19 Patienten

* Gesamt nur 19 Patienten
» 10/19 Patienten hatten APAs (nur 1 Patient LA)

* 4/10 APA Patienten hatten einen ischamischen
Schlaganfall

Zhang et al, ) Thromb Thrombolysis 2020, Jul 9 : 1-7




Haufigkeit von Antiphospholipid-Antikorpern bei COVID-19

* 89 Patienten

* 31 (35%) schwerer Verlauf

* 14 (16%) VTE

* 10 (11%) verstorben

Gesamt 72% 71% 72% ns
LA 66% 61% 69% ns
ACA 8% 7% 9% ns
Beta2GP1 7% 3% 9% ns

Kein Zusammenhang zwischen APAs und VTE oder Mortalitat

Ferrari et al, J Am Heart Ass 2020

LA bei Patienten auf der Intensivstation

1,0
] (C) Sepsis syndrome (n=15)
. 0.8+
* Beobachtet bei 53% |
der Patienten 06-
* Assoziiert mit Sepsis e ereeeeesefoeresteps s oot
und Katecholaminen R
* Keine Assoziation mit ool &
Thrombosen oder 1.
Mortalitit 00 . P=0.05 {log-rank test}

T T T T T
0 1 l2 fli 4 5 6 7 8 9 10 weeks

Wenzel et al, Crit Care Medicine 2002




Antiphospholipd Antikorper (APA) bei COVID-19

APAs, insbesonders LA sind sehr haufig

Da APAs bei diesen Patienten nicht mit klinischen
Konsequenzen assoziiert sind, sollen LA/APAs gar nicht
untersucht werden.

Thema des Highlights 3

Pengo et al

Trial of Rivaroxaban in AntiPhospholipid Syndrome (TRAPS):
Two-year outcomes after the study closure

Journal of Thrombosis and Haemostasis, 2021, 19:531-535.




Warfarin versus Rivaroxaban bei Patienten mit triple
positiven Antiphospholipid-Antikorpern - TRAPS

DESIGN & AIM

+ Randomised (1:1), Phase lll, open-label non-inferiority study, blinded outcome
evaluation

+ Hypothesis: Rivaroxaban is non-inferior to Warfarin in patients with thrombotic APS
and “high-risk” aPL profile

POPULATION

* APS Patients during OAK with stable INR and “triple positivity”

*  Projected n=536

INTERVENTIONEN

*  Rivaroxaban 20mg versus continuation of Warfarin (INR: 2.5)

OUTCOMES

+ 1° : Composite of thrombosis, major bleeding & death (NI-Margin: HR 1.7)

» 2° :Individual evaluation of the components of the composite outcome

Pengo et al, Blood 2018

TRAPS-trial




TRAPS — Nachbeobachtung fiir 2 Jahre

TRAPS — Nachbeobachtung fiir 2 Jahre




TRAPS — Nachbeobachtung fiir 2 Jahre

* Wahrscheinlichkeit von thrombotischen Ereignissen
war hoher bei den Patienten unter DOAKS

* HR 13.3;95% Cl 2.2-79.9, P = .005

Rivaroxaban versus Warfarin bei Triple positiven APS
Patienten — Nachbeobachtung

SEHR kleine Fallzahl unter DOAKS
Jrend” setzte sich fort

* Dies ist eine Fuf3note zum Ersten Abschnitt des Blindtextes




Antiphospholipid-Antikdrper Syndrom

Sekundarprophylaxe (Deutschland)

Scl =dddl!51l“'_-rl‘ rl |-r-1r, d

DOAK-Therapie
(nur therapeutische
Dosierungen)

VKA-Therapie

VKA-Therapie mit
ASS-Therapie

APS mit arteriellen Thrombosen

Kein Einsatz von DOAK

Goldstandard VKA

Bei vaskularen
Risikofaktoren

zusatzlich

ASS erwagen
Schweres APS mit Positivitat von allen 3 APS-Tests | Kein Einsatz von DOAK Goldstandard VKA | Nicht erforderlich
(d.h. pathologischen Werten fir LA, ACA und
B2GPI-AK) und vendsen Thrombosen
Moderates APS mit Positivitdt in den beiden APS- | Einsatz von DOAK méglich | Alternativ VKA Nicht erforderlich
Testsysternen fir ACA und B2GPHAK (aber ohne
Nachweis von LA)*
Mildes APS mit Patienten mit Positivitdt in einem Einsatz von DOAK méglich | Alternativ VKA Nicht erforderlich
APS-Test (bezogen auf ACA und B2GPI-AK, (aber
ohne Nachweis von LA)*

Einsatz von DOAK Alternativ VKA Nicht erforderlich

Kein APS (z.B. falsch positive LA)

*RegelmaRige Verlaufskontrollen (klinisch und Antikdrpertestung) z.B. jahrlich sinnvoll, da sich Grunderkrankungen wie 2.B. SLE im Verauf

entwickeln kbnnen.

Bauersachs et al, Himostaseologie 2019, 39(03): 2

98-300

Herzlichen Dank

fiir lhre Aufmerksamkeit.
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Donnerstag 6. Mai 2021
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Christoph Male, Wien

Erworbene Himostasestorungen
Andreas Tiede, Hannover

Disseminierte intravasale Gerinnung
Florian Langer, Hamburg

Freitag, 7. Mai 2021

Antithrombozytare Therapie
Daniel Dirschmied, Freiburg

Antikoagulanzien
Jan Beyer-Westendorf, Dresden

Antiphospholipid-Antikorpersyndrom
Ingrid Pabinger, Wien

Samstag, 8. Mai 2021

Angeborene Thrombozytenfunktionsstorungen

Barbara Zieger, Freiburg

Von-Willebrand-Erkrankung
Jan-Dirk Studt, Zurich

Vakzine-induzierte thrombotische Thrombozytopenie

Andreas Greinacher, Greifswald
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Angeborene
Thrombozytopenien/-pathien
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Agenda

=

EinfGhrung

Highlight 1: Angeborene Thrombozytopathien mit normaler Thrombozytenzahl:
Phanotyp, Genotyp und diagnostische Strategie

Fallbeispiele von Patienten mit angeborenen Thrombozytopenien/-pathien

Highlight 2: Phanotypen-/Vererbungsvariabilitat am Beispiel des Integrinrezeptors allbB3
Fallbeispiele von Patienten mit angeborenen Thrombozytopenien/-pathien

Highlight 3: Phanotypenvariabilitat am Beispiel des Hermansky Pudlak Syndroms
Fallbeispiele von Patienten mit angeborenen Thrombozytopenien/-pathien

Fazit

=

© N o kW

Primare Hamostase

nx

Hemostasis and Thrombosis, . x .
Colman RW, 1994 Schneppenheim R. Hamophilie

und VWS 2004

Schematische Darstellung: Aktivierung, Adhasion u. Sekretion

Elektronenmikroskopie: aktivierter Thrombozyt von aktivierten Thrombozyten nach Endothelverletzung




Angeborenen Thrombozytopenien/pathien
Inherited platelet disorders (IPD)

Hinckley et al., Hematol. 2014; 337-342

+ Blutungsneigung unterschiedlichen Schweregrades

+ Verursacht durch genetische Varianten in Genen, die mit Funktion und/oder der
Formation von Thrombozyten aus Megakaryozyten assoziiert sind

+ Uber 60 Gene sind in der kuratierten Liste der ISTH aufgefiihrt (Megy et al, 2019)

Megy et al., J Thromb Haemost. 2019;17:1253-1260

Angeborene Thrombozytopathien/-penien

* Heterogene Gruppe seltener angeborener hamorrhagischer Erkrankungen
* Bei normaler oder abnormaler Thrombozytenzahl
* Mit oder ohne veranderte Thrombozytenfunktion

Angeborene Thrombozytopenien oder/und Angeborene Thrombozytopathien




Highlight 1

Nurden et al.

Inherited platelet diseases with normal platelet count: phenotypes, genotypes and

diagnostic strategy

Hematologica, 2021, 106(2), 337-350

Nurden and Nurden

Inherited thrombocytopenias: history, advances and perspectives

Hematologica, 2020, 105(8), 2004-2019

l. Rezeptordefekte

Erkrankung

Strukturdefekt

Gen / Vererbungsmodus

1. Bernard Soulier Syndrom (BSS)

GPIb/V/IX

GP1BA, GP1BB, GP9/AR, AD

2. Plattchentyp von Willebrand -Erkrankung (PTvVWD)

GPIb/V/IX (genauer: GPlb, VWF-
Bindungsstelle)

GP1BA/AD
(,Gain of function")

3.1. Glanzmann Thrombasthenie (GT)

3.2. Autosomal dominante Makrothrombozytopenie

o83 (GPllallllb)

ITGA2B, ITGB3/ AR
ITGA2B, ITGB3/AD

4. Defekte der Kollagenrezeptoren:

B4 a,B, (GPla/lla) ITGA2/ AD
GPVI GPVI GP6 /AR
5. Defekte des Thrombin-Rezeptors PAR1, PAR4 F2R

6. ADP-Rezeptor-Defekte

P2Y,,-Rezeptor

P2RY12/ AR, AD

AR: autosomal rezessiv; AD: autosomal dominant




Bernard-Soulier-Syndrom (BSS)

Definition: quantitativer oder qualitativer Defekt des
Glykoprotein I1b/V/IX (GPIb/V/IX) Rezeptors

GPIb/V/IX-Komplex: Rezeptor fur VWF

Kandidatengene: GP1BA, GP1BB, GP9
Vererbung: meist autosomal rezessiv, autosomal dominant

Symptome: Petechien, mukokutane Blutung, Blutungskomplikationen nach AP -'
Trauma/Operation il Y e

Blutbild: Riesenthrombozyten, Thrombozytopenie

Thrombozytenfunktion:
LTA: keine Agglutination mit Ristocetin !

Durchflusszytometrie: Erniedrigte Expression des GPIb/V/IX- Rezeptors (CD42a und
CD42b), reduzierte VWF-Anbindung (nach Stimulation mit Ristocetin)

Fallbeispiel: Bernard-Soulier-Syndrom (BSS)

Normal

19 J alte Frau:

« Thrombozytopenie (25x109/L)
wahrend Harnwegsinfekt

* Keine vermehrte
Blutungssymptomatik

» Familie: keine vermehrte
Blutungsneigung

* ITP vermutet —
Steroidtherapie erfolglos — Riesenthrombozyten
Splenektomie als Therapie
empfohlen

» Praoperative Analyse:
Blutungszeit 1, Blutausstrich:
Riesenthrombozyten

Gengenbacher et al., Schweiz Med Wochenschr 1996;
126:1834-1841




Fallbeispiel: Bernard-Soulier-Syndro

Biochemische Analysen

Thrombozytenagglutination

Durchflusszytometrie

m (BSS)

Molekulargenetik

» GP9: Homozygote Missense-Mutation
c.182A>G — p.Asn61Ser (p.N45S)

rs5030764 (dbSNP)

Sehr seltene Variante (MAF<0,007) in Exom-Datenbanken
(ESP/EXAC)

» In silico Krankheitsvorhersage: pathogen (SIFT, MutTaster,
PolyPhen2)

>
>

» Expressionsstudie™: reduzierte GPIb/IX/V Expression
» Europaische Founder Mutation

Gengenbacher et al., Schweiz Med Wochenschr 1996; *Sae-Tung et
al., Blood 1996, Savoia et al., Human Mutation 2014; Boeckelmann
et al., Blood Cells Mol Dis. 2017

Europaische Founder Mutation (BSS)
GP9:c.182A>G — p.Asn61Ser (p.N45S)

1 1 (w) 66 ja ja ja Zahnextrai\)k;on, Ricy Thrombozytopenie
. . . Sectio, . ja 1990,
i 2 &9 Ja Ja nein Appendektomie fliepbezvicesnie Therapie abgelehnt
. . . Sectio (nach 7 . S .
1 3 (w) 74 nein nein ja normalen Geburten) Knie-OP Familiendiagnostik
q g Herzklappen-OP, ey q
1 4 (m) 38 nein nein i v Familiendiagnostik
3 1 (w) 32 ja nein nein Interruptio Thrombozytopenie ja
5 1 (w) 46 nein ja nein Zahnextraktion, Haut-OP| Thrombozytopenie
. F A _ q A ja, Therapie mit
5 2 (w) 48 nein ja nein Zahnextraktion Thrombozytopenie Prednison erfolglos
6 1(w) 14 nein nein nein Thrombozytopenie

» 8 homozygote Mutationstrager aus 4 Familien

» Meist milder Phanotyp, Cave: Blutungsereignisse nach Operationen mdglich

» Fehldiagnose: ITP

Boeckelmann et al., Blood Cells Mol Dis. 2017;67




Fallbeispiel: Glanzmann-Thrombasthenie (GT)

Quantitativer od. qualitativer Defekt des Integrin a,, ;- Rezeptors (GPIIb/llla, Fibrinogenrezeptor)
Kandidatengene: ITGA2B, ITGB3
Vererbung: autosomal rezessiv

3 Monate alter Saugling (34 SSW.):
Petechien
Eltern: konsanguin

Labor:

Thrombozytenzahl/-groéfie normal
Blutungszeit 1 (>10 min)
Thrombozytenfunktion pathologisch

Vannier et al., Klin Padiatr 2010; 222:150-153

Fallbeispiel: Glanzmann-Thrombasthenie (GT)

Thrombozytenaggregation Durchflusszytometrie
patient healthy control
2 2
E L E R "
] 2
§ i' (% 4 l CD41
Durchflusszytometrie Genetik:

700

Homozygote 1 Basenpaar Deletion (c.175delG) in ITGA2B

600
50 st — p.Asp59Thrfs*52 (Frameshift und vorzeitige Termination)
40 i:’no:er

N

300 —a—father

—s—control
200

100

fibrinogen-FITC jlog AU]

0
0 05 1 15

ADP [uM]

N

Vannier et al., Klin Padiatr 2010; 222:150-153




Fallbeispiel 2: Glanzmann-Thrombasthenie (GT)

Compound heterozygot Immunfluoreszenzfarbungen von CD42b (rot)
Mutationen im ITGA2B-Gen und CD41/CD61 (griin)

Verkiirztes allb-Protein (CD41)

aullen
Megakaryozyten (GT) und Kontrollzellen (CTR) in nicht-

permeabilisiertem Zellen

(human induced pluripotent stem cells, hiPSCs)
Thrombozyten-
membran

. Orban et al., PLoS One 2015; 10:e0115978
innen

Highlight 2: Phanotyp und Vererbungsmodus
abhangig von Lokalisation der
pathogenen Varianten in Integrin allbf3

Akuta et al.

Knock-in mice bearin% constitutively active aIIb(IR99OW mutation
develop macrothrombocytopenia with severe platelet dysfunction

J Thromb Haemost.,2020, Feb;18(2), 497-509

Favier et al.

Mutations of the integrin allbB3 intracytoplasmic salt bridge cause
macrothrombocytopenia and enlarged platelet a-granules

Am J Hematol., 2018, 93:195-204




AR oder AD? - GT oder Makrothrombozytopenie?

Mutations of the integrin allb/B3 intracytoplasmic salt bridge cause
macrothrombocytopenia and enlarged platelet a-granules (Favier et al. 2018)

3 Familien mit autosomal dominanter Makrothrombozytopenie und milder bis

moderater Blutungsneigung:

* Moderate bis milde Thrombozytopenie

* Aggregometrie - pathologisch nach Aktivierung mit ADP, TRAP, Ara,
Kollagen u. Ristocetin

*  Durchflusszytometrie - verminderte a,, 8; Oberflichenexpression

Molekulargenetik:
* Heterozygote Varianten -> bei zwei Familien zum Aminosdureaustausch in o,
(p.R995W) und bei einer Familie in B, (p.D723H)

e Verdanderungen betreffen Salzbriicke zwischen den beiden Untereinheiten in
der zytoplasmatischen Region und die sterische Interferenz

Varianten R995W und D723H beeinflussen Wechselwirkungen zwischen den Transmembran-
und Zytoplasmatischen Doménen (In Silico PyMOL-Modellierung blau o, griin B5)

Favier et al.. Am J Hematol. 2018;93:195-204.

Elektronenmikroskopie der Thrombozyten: bei allen IP
Makrothrombozyten, erhdhte Anzahl von Vakuolen

Vor allem IP aus Familien mit ITGA2B (p.R995W) Variante -
vergroBerte a-Granula

Bei IP mit ITGB3 (p.D723H) Variante > weniger oft
vergroRerte a-Granula

T
rGazs @) .
p.ROASW

Al

. - ity Ao

Transmissionselektronenmikroskopie von Thrombozyten des Indexpatienten (IP) aus Familie A im Vgl. zur
Kontrolle.

IP All.1 (/TGA2B: R995W): vergroRerte Thrombozyten mit Heterogenitat in der Granulaverteilung und
gelegentlich vorhandenen riesigen a-Granula (b, ¢) - manchmal Fusion zu zeigen scheinen (s. Pfeile in

b).
Favier et al.. Am J Hematol. 2018;93:195-204

Bestatigung der Makrothrombozytopenie im Mausmodell

Sowohl eine homo- als auch eine heterozygote R990W-Mutation fiihrt im Mausmodell zu einer
Makrothrombozytopenie = Level 3 Evidenz fiir kuratierte Gene durch den Expertenrat der ISTH

Die Thrombozyten sind im Vergleich zur Kontrolle vergréBert und die Thrombozytenanzahl deutlich

reduziert
Akuta et al. J Thromb Haemost. 2020 Feb;18(2):497-509




Bedeutung fur die klinische Praxis

* Autosomal dominante Varianten in den GT-Kandidatengenen kénnen zu Makrothrombozytopenie und
Thrombozytopathie flihren

» Jede kongenitale Thrombozytopenie sollte korrekt charakterisiert werden, um Falschdiagnosen (z.B.
Immunthrombozytopenie) und unnotige Therapien (z.B. Kortikosteroid-Therapie) zu vermeiden

Thrombozyten P2Y,, ADP Rezeptor (P2Y,,R)-Defekt

Anamnese

45 J alter turk. Mann:
Rez. Epistaxis, postoperative Blutg. nach Zahnextraktion

57 J alter Bruder:
Ausgepragte Blutungsneigung

. o [ - Aggregation nach Stimulation mit 4-20 pM ADP
O —] % patient 1,7
1 z 3 4
na t-: o n A
Il S |20 410 i
1 2 e i B 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
E
2 00
B Aggregation nach Stimulation mit anderen
(] ] S Il ] ] ] ) T ) ] = it Ao
in [] = g
1 2 3 4 5 [} / 4 8 1] L] n 12 50- w“,,w" Control
-‘h r
/
/
Bloading history: @ [ Homoaygous H1ETQ PIY,, alt
:'—]“pl::“_ ) [[] Hewrzygous HIBTG P2Y,, 4 10
Ortobioogng O[] Wk P2V 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
na: Nod avalale O[O Mot avaistia Time (sec)

Lecchi et al., Blood 2015; 125:1006-1013




Thrombozyten P2Y,, ADP Rezeptor (P2Y,,R)-Defekt

Fibrinogenanbindung ist erniedrigt

00 Thrombozytare ATP Sekretion nach Stimulation mit
5 ADP ist reduziert
600 —
§' 500 Released ATP (nmol/10® platelets)
-3
[ &) 400 Patient 117, Patient -7,
E - - Agonist 1 2 Mormal range*
c 300 ADP (4 M) L L 0.02-0.98
g - - patient 1,7 (n — 96)
% —acontrod ADP (20 ph) L L 0.04-0.61
S 10 (n = 59)
o+ . . . . . Collagen (2 pg/mL) 0.46 0.47 0.17-0.93
0 1 2 3 4 5 {n = 62)
ADP [umolf] U46619 (0.5 pM) 0.02 0.03 0.02-1.08
n = 72)
TRAP-6 (10 pM) Mot done 017 0.01-1.08
(n=4a1)

Anzahl der Bindungsstellen (Bmax) pro Thrombozyt

Molekulargenetik
Table 3. Binding studies of ["HJPSB-0413 on intact platelets from

the propositus (Ill-7) and his brother (lll-1) and 10 healthy controls Homozygote Mutation P2RY12 c.847T>A - p.His187GIn (in TM5-Region des Rezeptors);
Healthy His187: wichtig fur Agonisten- und Antagonistenbindg

Patient 7, Patient Ill-7, controls*
experiment 1 experiment2  Patientll-1  (n = 10)

Bmax (sites 285 436 693 425 + 50

per platelet)
Ko (nM) 8.4 33.0 19.0 33+06
*Means + SD.

Bmax (binding sites per platelet) normal, jedoch Wert der
Dissoziationskonstante (K;) in Patiententhrombozyten hoher als im
Normalkollektiv, d.h. Affinitét ist erniedrigt

Normale Expression des Rezeptors, jedoch erniedrigte Affinitat fiir seine Liganden

Lecchi et al., Blood 2015; 125:1006-1013

Zusammenfassung Rezeptordefekte

Bedeutung fur die klinische Praxis

» Thrombozytenaggregometrie nach Born — gute Erkennung von best. Thrombozytenrezeptordefekten (z.B.
BSS, GT, ADP-Rezeptordefekt)

* Durchflusszytometrie — bessere Diagnosestellung dieser Thrombozytenrezeptordefekte; jedoch etwa 30 %
der Patienten mit GT-Phanotyp (mittels Durchflusszytometrie) haben keine GT

* Molekulargenetische Untersuchung — endgultige Diagnosestellung
* Medikamentenanamnese — sehr wichtig

* Ausschluss anderer Erkrankungen — essentiell




Il. Zytoskelettdefekte

Erkrankung Strukturdefekt Gen/ Assoziationen
Vererbungsmodus
Leukozyteninklusionen (Déhle Kérperchen)
1. MYH9-assoziierter Nicht-Muskel-Myosins MYHO / AD Horverlust (FTS, EPS),
Thrombozytendefekt Typ IIA (NMMHC-IIA) Katarakt (FTS),
Hereditéare Nephritis (FTS, EPS)
— Filamin A FLNA /XL
2. Filamin A-Defekt Protein-Kinase A PRKACG
3. a-Actinin 1-Defekt a-Actinin 1 ACTN1/AD
4. 31-Tubulin-Defekt B1-Tubulin TUBB1/AD
. . Ekzem, Inmundefekt,
5. Wiskott-Aldrich-Syndrom WASP WAS | X  Risiko fiir Auto-Immunerkrankungen
Adhesion and
6. ADAP-Defekt (s. auch Kapitel IV.6) | degranulation-promoting | FYB / AR
adaptor protein (ADAP)

AD: autosomal dominant; AR, autosomal rezessiv; XL: X-linked

Fallbeispiel: MYH9-assoziierter Thrombozytendefekt

Leukozyteninklusionskdrperchen (Pfeil)

Symptome:
Milde Blutungssymptomatik

Labor:

» Thrombozytopenie, Riesenthrombozyten,
Leukozyteninklusionskérperchen

* Kann mit Hérminderung, Nephritis, Katarakt assoziiert sein
* Vererbung: autosomal dominant

Molekulargenetik: MYH9 heterozygote Deletion
c.3142_3162del (p.Lys1048_Glu1054) in Exon 24

Pecci et al., Hum Mutat 2014; 35:236-247




Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS)

Ursache: Mutation im WAS-Gen
Symptome: Ekzeme, Immunerkrankung, Mikrothrombozytopenie

WAS-Protein (WASP): reguliert Aktinfilamentorganisation im Zytoskelett

a) Storungen bei Bildung und Aufbau des Zytoskeletts
b) Erhdhte Abbaurate der Thrombozyten — Thrombozytopenie
c) 0-Granulasekretion vermindert

Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS)

» Patient mit intermittierenden Muster von Thrombozytopenie und niedrigem MPV
» geringe Expression des WASP in Leukozyten
» Mutation im WAS-Gen (—p.Thr45Met)

Medina et al., BMC Pediatr. 2017;17




Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS)-like platelet defect
bei Mutationen im WIPF1- oder Profilin-Gen

WIPF1-Gen kodiert fiir WASP-interagierendes Protein (WIP):

WIP bildet Komplex mit WASP

Mutation im WIPF1-Gen — WASP-Mangel
WIP/WASP-Komplex interagiert mit Profilin (Pfn1) — reguliert Aktinzytoskelett

Immunfluoreszenzfarbung von F-Aktin (rot) und a-Tubulin (griin)

Fibrinogen-beschichtete Oberflache

Kollagen-beschichtete Oberflache

Elektronenmikroskopie

Veranderte Organisation der Mikrotubuli

Transmissionselektonenmikroskopie
A Pt B Pint*"

A) Mikrothrombozytopenie in Pfn1-/-Mausen;
B) Normalkollektiv

Bender et al., Nat Commun 2014; 5:4746

lll. Thrombozytare Sekretionsdefekte

Erkrankung

Strukturdefekt

Gen / Vererbungsmodus

1. a-Granula-Defekte

Jacobsen-Syndrom

1.1. Gray-platelet-Syndrom (GPS) Neurobeachin-like 2 NBEAL2 /AR
1.2. Arthrogryposis-renale tubulare Dysfunktion- VPS33B VPS33B /AR
Cholestase-Syndrom (ARC-Syndrom) VPS33B-interacting protein VIPAS39 / AR
1.3. Paris-Trousseau-Syndrom und FLI1/AD

Friend leukemia integration 1 transcription factor

Del11q23 (FLI1) / AD

1.4. Quebec Thrombozytendefekt (isoliert)

Urokinase-Plasminaktivator

PLAU (Duplikation) / AD

2. 5-Granula-Defekte

2.1. Hermansky-Pudlak-Syndrom (HPS)

Proteine der Vesikel-Bildung und
Trafficking

HPS1, AP32B1, HPS3,
HPS4, HPS5, HPS6,
DTNBP1, BLOC1S3, PLDN,
HPS10, BLOC1S5 / alle AR

2.2. Chediak-Higashi-Syndrom (CHS)

Lysosomal-Trafficking-Regulator

LYST/AR

2.3. Griselli-Syndrom

Melanosome

Typ1 MYO5A / AR
Typ2 RAB27A / AR
Typ3 MLPH / AR

2.4. SLFN14-assoziierte Thrombozytopenie (isoliert) [ Schlafen (SLFN14) SLFN14 / AD
3. Kombinierte a/5-Granula-Sekretionsstéorung
Perforin (FHL-2) PRF1/AR
3.1. Familidre hamophagozytische Munc13-4 (FHL-3) UNC13D/ AR
Lymphohistiozytose Syntaxin11 (FHL-4) STX11/AR
Munc18-2 (FHL-5) STXBP2 / AR

AD: autosomal dominant; AR, autosomal rezessiv




Gray platelet-Syndrom

(autosomal rezessiv vererbt)

Indexpatient 13 J alter Junge:
Mukokutane Blutung (Hamatome), vermehrte postoperative Blutungen (AT, Ureterop.)

16 J alte Schwester: gleiche Symptomatik
Eltern: keine Symptome

Labor: Thrombozytopenie (55 G/1)
Blutausstrich: graue Thrombozyten
Blutungszeit: verlangert (>15 min, normal: < 6min)

Durchflusszytometrie: a-storage pool Erkrankung

Molekulargenetik:
NBEAL2 (Neurobeach-like 2)-Gen: homozygote Nonsense-Mutation
(Exon 8,c. 881C>G, p.Ser294Stop)
Schwester: gleiche Mutation
Protein: - Neurobeachin-like protein 2 (enthalt eine sog. BEACH Doméane) — involviert in
vesikulares Trafficking
- Essentiell fiir Entwicklung der thrombozytaren a-Granula

Gray platelet-Syndrom-like Thrombozytendefekt

(autosomal dominant vererbt)

24 J alte Mutter:
Mukokutane Blutung (Hamatome), vermehrte
Blutung nach Entbindung, Menorrhagie

1.5 J alter Sohn: Hamatome

Labor:

Thrombozytenzahl: grenzwertig niedrig (169 G/1)
Blutausstrich: graue Thrombozyten, veranderte Struktur
der Thrombozyten

Blutungszeit: leicht verlangert (7 min, normal <6 min)
Durchflusszytometrie: a- und &-storage pool Erkrankung

Molekulargenetik:
Am ehesten: GFI1B (growth factor independent 1B)-Defekt
GFI1B-Gen: kodiert fur transkriptionalen Repressor — wichtig fiir Megakaryopoese




Hermansky Pudlak Syndrom (HPS)

* 11 Gene/Proteine — 4 Komplexe mit verschiedenen Untereinheiten
BLOC-1, BLOC-2, BLOC-3 (biogenesis of lysosome-related organelles complex)

AP-3 (adaptor protein-3)

* In Biogenese der folgenden Organellen (Protein-transport) involviert:

- Melanosomen (Okulokutaner Albinismus, OCA)

- dense (8)-Granula der Thrombozyten (Blutungsneigung)
- zytotoxische T-cell-Granula (Immundefekt): bei HPS2- und HPS10- (AP-3 Defekte)

» Einige Patienten: Lungenfibrose oder eine granulomatdse Kolitis

Komplex | BLOC-1 (8 subunits)

Gene DNTBP1 (HPS7),
BLOC1S3 (HPSS8),
BLOC1S6 (HPS9)
BLOC1S5 (HPS11)

BLOC-2 (3 subunits)

HPS3
HPS5
HPS6

BLOC-3 (2 subunits) AP-3 (4 subunits)

HPS1 AP3B1 (HPS2)
HPS4 AP3D1 (HPS10)

Fallbeispiel 1: Hermansky-Pudlak-Syndrom (HPS) Typ1

Anamnese:
4 Jahre altes Madchen mit Albinismus und Nystagmus
Zunachst anamnestisch: keine Blutungsneigung, bisher

keine OP

Manchmal mukokutane Blutung — Zahneputzen

Labor:

Blutungszeit nach lvy > 15 min (normal < 6 min)

Thrombozytenaggregation deutlich pathologisch
Durchflusszytometrie — verminderte Sekretion der 6-Granula

CD 63-FITC
o
(=]
=1

=

Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit

Risto, Coll, ADP, EPI, ARA)

w
o
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(=3
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Kontr.
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Thrombin U/mi

FACS-Analyse nach Stimulation mit Thrombin: |
Expression von CD 63




Molekulargenetik: HPS1-Defekt

Deletion of nt 94-97 (CAGT) Deletion of nt 1189 (C)
|
HPS1 |3 | 4 [ 5 |6 |7 [8] o hofhaJaa | 13 Jua| 15 he |17 J18 [19 | 20
aa 1 700

Stammbaum

Cave: HPS Typ1: Deutlich erhéhtes Risiko im Erwachsenenalter — patient 3 4
pulmonale Fibrose zu entwickeln

Compound heterozygous deletions: in exon 3 (c.94_97delCAGT) and
exon 13 (c.1189delC) -> premature stop codon

Sandrock et al, Klin Padiatr 2010; 222: 168 — 174

Fallbeispiel 2: HPS Typ2

2 J alter Junge:

* Okulokutaner Albinismus

* Rezidiv. Infektionen (Otitis x10, Pneumonie x3, orale Candidiasis)
* Hepatosplenomegalie

» Milde statomotorische Retardierung

* Milde faziale Dysplasie

* Réntgen der Huften: dysplastische Azetabula

Bisher keine vermehrten Blutungssymptome — bisher kein op.

‘ Eingriff
L pa

« Jetzt: schwere Blutung nach Zahnextraktion

Enders et al., Blood 2006; 108:81-87




Fallbeispiel 2: HPS Typ2

- Co.
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1 Expression von CD63 zu Beginn: lysosomales
Missorting

Elektronenmikroskopische Untersuchung von Thrombozyten:
weniger und vergroRerte &-Granula

. Enders et al., Blood 2006; 108:81-87
A) Kontrolle, B-C) Patient naers etal, Sloo

Fallbeispiel 2: HPS Typ2

Punktmutation des Nukleotids c.904A>T

1 [2]3]a |5 le]l 7 18 [o [10 h1h2h3s ha 15 J16 |17 ho | 20 |21 p2los | 24 b5 |26 | 27

aa 1 1094

Patient:
» homozygote N-terminale Mutation in Exon 8 in HPS2 — Stoppkodon an Position 302 aa

» Konsanguine Eltern haben gleiche Mutation heterozygot

» Verstarb im Alter von 3 Jahren an HLH (hamophagozytischer Lymphohistiozytose)

Enders et al., Blood 2006; 108:81-87




Highlight 3: Milderer Albinismus-Phanotyp
bei Patienten mit HPS3-, HPS5-, oder HPS6-
Defekt (BLOC2-Defekt)

Lecchi et al.
Novel variant in HPS3 gene in a patient with Hermansky Pudlak syndrome (HPS) type 3
Platelets, 2020, 31(7),960-963

Fallbeispiel aus Highlight 3:
Lecchi et al. Platelets 31:960-963, 2020

* 4 jahr. Junge

» Starke Blutung nach HNO-Intervention

* Milden okulokutaner Albinismus ohne
offensichtliche Hypopigmentierung: etwas
hellerer Haut als die der Eltern, hellbraunes Haair,
Nystagmus und reduzierte Sehscharfe

Lumi-LTA results

Genetik:
Homozygote Nonsense Mutation in HPS3:¢c.7C>T, p.GIn3*




Bedeutung fir die klinische Praxis
* HPS Symptome kénnen sehr stark variieren

* Die Diagnose von HPS3 und anderer BLOC2-Defekte kann bei einigen Patienten aufgrund der Milde
ihrer Symptome, vor allem des milden Albinismus, schwierig zu diagnostizieren zu sein

» Ohne Thrombozytenfunktionsuntersuchungen und molekulargenetische Analyse aller HPS-Gene
kénnen sie unerkannt bleiben

IV. Defekte der Signaltransduktion

Erkrankung Strukturdefekt Gen / Vererbungsmodus
1. Src-Defekt Tyrosine kinase Src SRC

2. Leukozyten-Adhédsionsdefekt-lll (LAD-III) Kindlin-3 FERMT3 /AR

3. CalDAG-GEFI-Defekt Guanine Exchange Factor-1 (CalDAG-GEFI) RASGRP2 / AR

AR: autosomal rezessiv; AD: autosomal dominant; XL: X-linked




Leukozytenadhasionsdefekt Il (LAD IlI)

* Ausgepragte Leukozytose, invasive bakterielle Infektionen und Blutungsneigung — Defekt der Leukozyten-
und Thrombozytenfunktion

* Leukozytenintegrine (CD11a-d/CD18) und Integrin a,,,8; Thrombozytenrezeptor (GPIIb/llla) normal exprimiert,
aber nicht aktivierbar — Funktionsstérung der Integrine

* Mutation im FERMT3-Gen (kodiert Kindlin-3)

6 2 J alter Junge:
Erstgeborenes Kind konsanguiner Eltern

Rezidivierend ausgepragte Epistaxis seit Kleinkindesalter — multiple Transfusionen seit 2. LJ. (Thrombozyten
1x/Wo, Erythrozyten alle 4-6 Wo), Splenomegalie

Labor:
Leukozytose (23.9 G/I), hypochrome Anamie, Blutungszeit >15 min

Jurk et al., Thromb Haemost 2010; 103:1053-1064

Leukozytenadhasionsdefekt Il (LAD IlII)

* | Integrin-abhangige Thrombozyten- und Leukozytenfunktion

Thrombozytenaggregation Durchflusszytometrie

Fibrinogenanbindung

s

‘T 200 4 —a— Kontr.norm.

P 400 oo a

E, wo ¥ -
5

ic

0 1 2 3 4 5
ADP pmol/l

Nach Stimulation mit Kollagen (2 pg/ml,10 pg/ml)

* Homozygote Mutation in FERMT3 (c.1717C>T) — vorzeitiges Stoppkodon
+ Stammzelltransplantation: Normalisierg. der Thrombozyten- und Leukozytenfunktion

Jurk et al., Thromb Haemost 2010; 103:1053-1064




V. Defekte der Megakaryopoese

Erkrankung

Strukturdefekt

Gen / Vererbungsmodus

1. Kongenitale amegakaryozytére Thrombozytopenie (CAMT)

CAMT ohne Synostose Thrombopoietin (TPO)-Rezeptor MPL /AR
CAMT mit radioulnérer Synostose
Homeobox A11 MECOM / AD
Onkoprotein EVI1 HOXA11 / AD
2. Thrombozytopenie mit Radiusaplasie (TAR-Syndrom) RBMB8A / AR
3. Defekte der Transkriptionsfaktoren:
Familidre Thrombozytopenie mit Pradisposition fiir akuter
myeloischer Leukdmie (FPD / AML) RUNX1 RUNX1/AD
Paris-Trousseau Thrombozytopenie / Jacobsen Syndrom FLI1 FLI1
GATA1-assoziierte Thrombozytopenie GATA1 GATA1/ X
ETV6-assoziierte Thrombozytopenie ETV6 ETV6 / AD
4. ANKRD26-assoziierte Thrombozytopenie 2 ANKRD26 ANKRD26 / AD
5. ADAP-Defekt ADAP FYB /AR
6. Defekt des Transkriptionsfaktor-Repressors GFI11B GFI1B GFI1B/ AD
7. SLFN14-assoziierte Thrombozytopenie (siehe 11.2.4.) SLFN14 SLFN14

AR: autosomal rezessiv; AD: autosomal dominant; XL: X-linked

Fallbeispiel: RUNX1-Gendefekt

50 J alte Mutter:

Rez. Hamatome, mukokutane Blutungen, postop. vermehrte Blutg. (Zahnextraktion)

27 J alte Tochter:

Ahnliche Blutungsymptome, Thrombozytopenie (70-90 G/I), Leukozytopenie (2.1 G/l)
Blutungszeit > 15 min (normal < 6 min), Thrombozytenaggregation: pathologisch
Durchflusszytometrie — reduzierte 6-Granulasekretion

i

Myeloid-NGS Panel and Sanger Analyse:

50 100 150 200 250 a0 30 40 450 SO0 RO 600 650 700

Mutation im RUNX-1(Runt-related transcription factor 1)-Gen: ¢.521G>A; p.Arg174Gin




Fallbeispiel: RUNX1-Gendefekt

RUNX1:

* Heterozygote RUNX1-Mutation — assoziiert mit autosomal dominant vererbtem Defekt: familiare
Thrombozytopathie mit Predisposition fir AML (MDS/AML)

» Patholog. Megakaryopoese, Thrombozytendysfunktion, 40% Risiko: Entwicklung myelodysplastisches Syndrom
(MDS) oder eine AML

» Beeinflusst multiple Gene, die in MK-Differenzierung involviert sind

Cousine der Mutter:
+ AML
» Molekulargenetik: Mutation im RUNX1-Gen

Mutter jetzt MDS:
* Molekulargenetik: Mutation im RUNX1-Gen

Tochter: Lehnt derzeit bei sich molekulargenet. Untersuchung von RUNX1 ab

Bedeutung fuir die klinische Praxis:
Angeborene Thrombozytopenien

* Ursachen fur angeborene Thrombozytopenien sind vielfaltig

+ Koénnen assoziiert sein mit Defekten des Zytoskeletts (MYH9, WAS) oder mit Sekretionsstérungen (RUNX1-
Defekt)

* Unterscheidung zwischen: Makro- (z.B. BSS, GPS, GATA1-Defekt) oder Mikrothrombozytopenie (WAS)

+ AuRerst selten:
- Thrombozytopenie mit Radiusaplasie (TAR): homozygote RBM8A-Mutation
oder heterozygote RBM8A-Mutation mit Deletion von Chromosom 1g21.1

- Amegakaryozytare Thrombozytopenie (CAMT): Mutation im MPL-Gen




Fazit fur Klinik und Praxis

» Umfassende Diagnostik wichtig: Blutbild, Thrombozytenaggregometrie,
Durchflusszytometrie, Immunfluoreszenzmikroskopie, Molekulargenetik

» Cave: Medikamente — kdnnen Thrombozytenfunktion beeintrachtigen

» Adaquate Therapie essentiell: Tranexamsaure, aFVIl, ggfs. Erythrozyten-
und/oder Thrombozytenkonzentrat

» In Einzelfallen: Stammzelltransplantation

Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit !
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Agenda

1. Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3
2. Rekombinanter von-Willebrand-Faktor: Real-World-Daten

3. Altersabhangiger Anstieg des von-Willebrand-Faktor- und
Faktor VIII-Spiegels bei Patienten mit von-Willebrand-Syndrom

Blutungssymptome beim von-Willebrand-
Syndrom Typ 3

Tosetto A. et al.

Bleeding symptoms in patients diagnosed as type 3 von Willebrand
disease: Results from 3WINTERS-IPS, an international and collabo-
rative cross-sectional study.

J Thromb Haemost 2020; 18: 2145-54.




Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Einleitung

Steckbrief von-Willebrand-Syndrom (VWS)

— Weltweit haufigstes angeborenes Blutungsleiden mit
Pravalenz ca. 1:1000 (0.01-1%)

— Hereditar oder erworben, betrifft beide Geschlechter

— Ursachliche quantitative oder qualitative Defekte des von-
Willebrand-Faktors (VWF)

— Diagnose und Klassifikation basieren auf Klinik und Labortests

Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Einleitung

Klassifikation des VWS

Quantitativer Mangel

— VWS Typ 1 (vs. tiefer VWF)
— VWS Typ 3 (schweres VWS)

Qualitative Defekte

— VWS Typ 2A, 2B, 2M, 2N

Sadler JE. Thromb Haemost 2000, 84: 160; Sadler JE. Thromb Haemost 2006, 4: 2103.




Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Einleitung

Reininger AJ. Haemophilia 2008; 14 (Suppl.): 11

VWEF als grosses multimeres Adhasivprotein
Synthese in Endothelzellen, Megakaryozyten
Konstitutive und stimulierte Freisetzung

Reife Untereinheit mit Bindungsstellen flr
Plattchenrezeptoren, Collagen, Faktor VIII
— multiple Funktionen

Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Berntorp E. Haemophilia 2012; 18 (Suppl. 6); 1

Diagnose und Klassifikation des VWS

beruhen wesentlich auf Labortests




Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Blutungsneigung je nach (Sub-) Typ

— Primare Hamostase (VWS 1, 2A, 2B, 2M)
— Plasmatische Gerinnung (VWS 2N)
— Kombiniert (VWS 3)

— Hauptmanifestationsorte Haut und
Schleimhaute

Federici AB. Haemophilia 2002; 8: 607; Lak M. Br J Haematol 2000, 111: 1236 ;
Silwer J. Acta Paediatr Scand 1973; 238: 1;

Leebeek FWG & Eikenboom JCJ. N Engl ) Med 2016, 375: 2067

Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Einleitung

— Quantifizierung der Blutungsneigung mit validiertem Fragebogen:
ISTH Bleeding Assessment Tool (ISTH-BAT)

— 14 Fragen zu spontanen und provozierten Blutungsmanifestationen
(je Frage 0-4 P., max. 56)

— Normalbereich Manner <3 P, Frauen <5 P, Kinder<2P.
— Bessere Korrelation mit Behandlungsbedarf als Laborparameter

— Screening-Tools fir Menometrorrhagien (z. B. Philipp-Score)

Rodeghiero F. ] Thromb Haemost 2010; 8: 2063; Elbatarny M. Haemophilia 2014, 20: 831;

Philipp CS. Am J Obstet Gynecol 2008; 198: 163




Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Studienaufbau

— VWS 3 mit stark vermindertem VWEF; sehr selten (ca. 1:1 Mio.);
Blutungssymptomatik unzureichend charakterisiert

— 3WINTERS-IPS * untersucht 223 Pat. mit VWS 3 aus 22 Zentren in 9
Landern vgl. mit VWS 1 (MCMDM-1VWD **)

— Einschluss VWF <3 |U/dL, rezessiver Erbgang, dok. Blutungsneigung

— Retrospektive Erfassung des Blutungsphanotyps mittels MCMDM-
1VWD-Fragebogen; spontane Blutungen von Geburt bis Einschluss
und provozierte bis Diagnosestellung

* 3WINTERS-IPS = type 3 von Willebrand International Registries Inhibitor Prospective Study

** MICMDM-1VWS = Molecular and Clinical Markers for the Diagnosis and Management of
type 1 von Willebrand disease

Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Ergebnisse
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Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Ergebnisse
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Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Ergebnisse

VWEF:Ag bei Diagnose und Blutungs-
phanotyp: Auswertung VWS 3 + VWS 1
(3WINTERS-IPS + MCMDM-1VWD;
n=178) - Zunahme Blutungsneigung
bei VWF:Ag <30 IU/dL

Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Ergebnisse

VWS 3: Cluster von Blutungsmani-

festationen; starke Assoziation fur

— Hamarthros, GI-Blutung, Epistaxis

— enorale Blutung, Blutung nach
Eingriff und nach Zahnextraktion




Blutungssymptome beim von-Willebrand-Syndrom Typ 3

Fazit

- Die umfangreiche multizentrische Studie belegt quantitative und
gualitative Unterschiede des Blutungsphanotyps beim VWS 3 vgl. mit
VWS 1

- Best. Blutungsmanifestationen sind beim VWS 3 deutlich haufiger
(ZNS-, enorale Blutungen, Hamarthros, tiefe Himatome); Cluster

- Datenpooling 3WINTERS-IPS + MCMDM-1VWD zeigt Assoziation von
Blutungsschwere und VWF-Spiegel mit Zunahme <30 IU/dL

- Kritikpunkte: milderer vs. schwerer Phanotyp; Mutationen nicht
bekannt (>40% aus Iran); MCMDM-1VWD-Scoring evtl. nicht ideal

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor:
Real-World-Daten

Desprez D. et al.

Efficacy and safety of a recombinant von Willebrand factor
treatment in patients with inherited von Willebrand disease.

Haemophilia 2021; 27: 270-6.




Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Einleitung
Optionen zur Therapie und Prophylaxe von Blutungen
VWS-Typ Therapeutikum Alternative
1 TXA, DDAVP VWF/FVIII-Konzentrat
2A VWF/FVIII-Konzentrat (DDAVP)
2B VWEF/FVIII-Konzentrat
2M VWF/FVIII-Konzentrat (DDAVP)
2N VWF/FVIII-Konzentrat (DDAVP)
3 VWF/FVIII-Konzentrat Thrombozyten

Sharma R & Flood VH. Blood 2017; 130: 2386, Berntorp E. Haemophilia 2012; 18 (Suppl. 6): 1

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Einleitung

pd-VWF-Konzentrate

Meist VWF + FVIII in variablem Verhaltnis = potentiell thrombogen
Verminderung grosster Multimere durch ADAMTS13-Wirkung
Theoretische Risiken Pathogen-Transmission, Spenderverfigbarkeit
rVWEF seit 2018 in Frankreich verflgbar

FVIII-frei, nicht ADAMTS13-exponiert

Phase I/lll-Studien = langere Halbwertszeit vgl. mit pd-VWEF;
Wirksamkeit und Sicherheit anhand kleiner Pat.-Zahl untersucht

Mannucci PM. N Engl J Med 2004; 351: 683, Mannucci PM. Blood 2013, 122: 648; Gill JC. Blood 2015, 126: 2038;
Peyvandi F. ] Thromb Haemost 2019; 17: 52




Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Studienaufbau

— Retrospektive Auswertung des rVWF-Einsatzes bei 63 Eingriffen an 55
Pat. mit angeborenem VWS aus 7 franzdsischen Zentren

— Rekrutierung 2018-20; Einschluss bei Vorhandensein ausreichender

Daten und geeigneter Indikation

— rVWF-Verabreichung nicht standardisiert; Beurteilung hamostatischer
Wirkung gemass ISTH-Kriterien (excellent, good, moderate, poor)

— Lokales Monitoring (VWF:Ag, VWF Akt., FVIII)

Srivastava A. Haemophilia 2013, 19: el.

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Age (year)
Median (range)

Patients

44 (18-77)

Co-morbidity n (%)
Cancer

Cardiovascular

Weight (kg) 78 (50-125)
Median (range)
BMI (kg/m?) 27 (18-52)
Median (range)
Male / Female 25 (45) / 30 (55)
n (%)
ISTH BAT 5(1-12)
Median (range)
VWD Type n (%)
Type 1 22 (40)
Type 2A 16 (29)
Type 2 M 13 (24)
Type 2B 2(3.5)
Type 3 2(3.5)
Blood Group n (%)
22(40)
A 29 (52)
3(5)
AB 1(2)

7 (13)
27 (49)

Pat.-Charakteristika

Mediane VWF-Aktivitat

— VWS 1=0.29 IU/mL (<0.10-0.44)
— VWS 2=0.10 IU/mL (0.05-0.38)
— VWS 3=<0.011U/mL

Medianer FVIII (Baseline)

— VWS 1=0.60IU/mL (0.36-1.13)
— VWS 2=0.521U/mL (0.25-2.32)
— VWS 3=0.02 IU/mL (0.01-0.04)
— 13 Pat. mit FVIII <40 1U/dL (1-39)




Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Ergebnisse
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30 major- und 33 minor-Eingriffe

— 26 bei VWS 1 (12 major, 14 minor)
— 35 bei VWS 2 (18 major, 17 minor)
— 2 minor bei VWS 3

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Major surgery Minor surgery Total

n=230 n=33 n=63
Total dose 108 (22-340) 37 (12-288) 63 (12-340)
r'VWF IU/kg
Preoperative loading dose 36 (12-62) 35 (19-56) 36 (12-62)
rVWEF 1U/kg
Maintenance dose 26 (14-36) 34 (16-68) 30 (14-68)
r'VWF IU/kg
ED 3 (1-14) 1(1-8) 2 (1-14)
According VWD types Typel: 3 (1-14) Type 1: 1 (1-2)

Type 2: 4 (2-11) Type 2: 2 (1-4)

Type 3: 4 (1-8)

— Ladedosis 36 (12-62) IU/kg (minor 32 [12-44] bei VWS 1, 37
[22-45] bei VWS 2, 40 [36-44] bei VWS 3; major 35 [19-43]
bei VWS 1, 43 [27-62] bei VWS 2)

— Gesamtdosis 63 (12-340) IU/kg (minor 33 [12-68] bei VWS 1,
45 [21-140] bei VWS 2, 166 [44-288] bei VWS 3; major 80
[35-185] bei VWS 1, 124 [22-340] bei VWS 2)




Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Ergebnisse

Minor surgery

Major surgery

Dose on postoperative

Dose on day of

surgery

35 (12-70)
45 (19-85)

Day 1 Day 2
35 (16-68) 34 (24-36)
27 (12-42) 24 (12-42)

Day 7 until the

Day 3 Days 4 to 6 end of treatment
25 (22-36) 36 38 (36-40)
22(12-32) 22 (10-64) 30 (12-128)

Dosierverlauf rVWF (1U/kg)
— 9 praoperative FVIII-Gaben (3 bei basalem FVIII >40 1U/dL)
— 2 rVWF-Gaben 12 h praoperativ
— TXA-Einsatz nur bei 18 Eingriffen
— Thromboembolieprophylaxe nach 12 Eingriffen

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Ergebnisse
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FVII- und VWF-Plasmaspiegel Gber die
Substitutionsdauer bei 25 major- und 13
minor-Eingriffen

rVWF-Recovery 2.43 IU/mL/IU/kg und VWF-
Talspiegel 0.54 (0.21-1) IU/mL (major)

Keine Kumulation von VWF oder FVIII




Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Ergebnisse

Hamostatische Wirksamkeit gemass ISTH-Kriterien

— 52 (83%) excellent

— 9(14%) good

— je 1(1.5%) moderate bzw. poor (schwieriger Eingriff mit
generell hohem Blutungsrisiko)

Keine peri- oder postoperativen Adverse Events, insbes.
keine venosen oder arteriellen Thromboembolien

Rekombinanter von-Willebrand-Faktor

Fazit

— Die Studie bestatigt anhand retrospektiver Real-World-Daten die
Wirksamkeit und Sicherheit von rVWEF fir Eingriffe bei Pat. mit VWS
verschiedener (Sub-) Typen

— Moglicherweise kann rVWF dabei aufgrund glinstiger PK und hoher
Multimerisierung niedriger dosiert und weniger haufig verabreicht
werden

— Kritikpunkt: nicht standardisierter Einsatz von rVWF und TXA




Altersabhangiger Anstieg des VWF- und
FVIiI-Spiegels bei Patienten mit VWS

Biguzzi E. et al.

Increasing levels of von Willebrand factor and factor VIII with age
in patients affected by von Willebrand disease.

J Thromb Haemost 2021; 19: 96-106.

Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII

Einleitung

— VWEF- und FVIII-Spiegel von verschiedenen Faktoren beeinflusst,
u.a. ABO-Blutgruppe, Schwangerschaft oder Inflammation

— Einfluss des Alters bei Gesunden und Pat. mit VWS aus
mehreren Studien bekannt

— Einfluss auf den Blutungsphanotyp nur in einer Studie
untersucht - mehr Blutungen bei Comorbiditaten

Conlan MG. Thromb Haemost 1993; 70: 380; Lowe GD. Br J Haematol 1997; 97: 775, Sanders YV. J Thromb Haemost 2014, 12:
1066; Rydz N. Haemophilia 2015; 21: 636, Konkle BA. Semin Thromb Hemost 2014, 40: 640; Albdnez S et al. ] Thromb

Haemost.2016;14:953; Davies JA et al. Haemophilia 2012, 18: e79; Abou-Ismail M. Am J Hematol 2018, 93: 232; Borghi M.
Haematologica 2017; 102: e431




Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII

Studienaufbau

Retrospektive Evaluation von VWF und
FVIII anital. Zentrum 1970-2018

617 Pat. mit VWS oder tiefem VWF
(VWF 30-50%)

Erfassung von Comorbiditaten

Ausschluss bei Schwangerschaft, Eingriff,
Blutung, Substitution usw.

Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII

Resultate

Low Levels VWF Type 1VWD Type 1 Vicenza Type 2 VWD
All (n = 617) (n=181) (n=81) (n=31) (n=314)

Sex female, no. (%) 354 (57) 117 (65) 51(63) 17 (55) 163 (52)

Blood group 0, no. (%) 265 (63) 106 (77) 37(70) 10 (48) 109 (53)

Age at first measurement, y, median 28 (14-42) 27 (18-40) 26 (14-37) 26 (12-41) 30 (11-46)
(interquartile range)

VWEF antigen at first measurement, 1U/ 39 (23) 47 (13) 27 (13) 15 (16) 40 (26)
dL, mean (SD)

VWEF activity at first measurement, 1U/ 23(18) 42 (8) 20(11) 8(5) 15 (16)
dL, mean (SD)

FVIII:C at first measurement, IU/dL, 55 (24) 68 (21) 47 (26) 30(22) 52(21)
mean (SD)

Time between first and last 16 (11) 15(9) 15 (10) 15(11) 17 (12)
measurement, y, mean (SD)

No. of repeated measurements, median 3(1-6) 2(1-5) 2(1-5) 4 (1-6) 3(1-7)
(1Q range)

Comorbidities (cancer, diabetes, high 82(22) 17 (9) 9 (11) 8 (26) 48(23)
blood pressure), no. (%)

— Im Mittel Follow-up 16 J. und 3 Messungen
— Medianes Alter bei erster Messung 28 J. (14-42)

— Initiale VWF-Aktivitat 23 1U/dL (alle Pat.)




Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII
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Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII

Resultate
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Anstieg von VWF:Ag, VWF Aktivitat und FVIII pro Dekade
bei Pat. mit tiefem VWF VWS 1, VWS Vicenza und VWS 2

Altersabhangiger Anstieg von VWF und FVIII

Fazit

— Die Studie bestatigt den Anstieg von VWF und FVIII mit dem Alter
— Sichtbar ab 20. LJ, linear ab 40. LJ; unterschiedlich in den (Sub-)
Typen des VWS
— tiefer VWF und VWS 1 - Anstieg VWF:Ag, VWF Akt. und FVIII
— VWS Vicenza - kein Anstieg
— VWS 2 - Anstieg VWF:Ag und FVIII, nicht aber VWF Akt.
— Comorbiditaten hier nicht als Ursache des Anstiegs identifiziert
— Relevant fir hamostyptische Interventionen (VWF-Konz. +/- FVIII?)
— Kritikpunkte: Einfluss auf Blutungsphanotyp mangels Informationen
offen; keine genetischen Informationen; Wechsel der Assays im
Verlauf; wenige Pat. mit Alter <20 J.




Vortrag von:

Andreas Greinacher

Vakzine-induzierte thrombotische
Thrombozytopenie



AZD1222 associated Thrombocytopenia

Vaccine-induced Immune Thrombotic
Thrombocytopenia

Andreas Greinacher

Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin
Universitatsmedizin Greifswald, Germany

Clinical Observation

* since February 2021, several cases of unusual thrombotic events in
combination with thrombocytopenia were observed in patients after
vaccination with ChAdOx1 nCov-19.

* Patients developed thrombocytopenia, cerebral vein thrombosis /
splanchnicus vein thrombosis 4-20 days after vaccination




atal Fat: J

‘einacher A, Thiele T, Warkentin TE, Weisser K, Kyrle PA, Eichinger S.N Engl J Med. 2021

Question: Is this pattern similar to HIT ?




Autoimmune HIT

* 31 year old female admitted with severe head
ache, sinus vein thrombosis.

- Upper respiratory tract infection that began 10
days earlier.

« Platelets 31,000/uL, no bleeding, no signs of
infection

* Anti-PF4/heparin 1IgG ELISA strongly positive OD
>2.5

« HIPA test strongly positive without addition of
heparin.

Greinacher A BLOOD 2014

SARS-CoV2 vaccinated case

* 49 year old female admitted with severe
abdominal pain, portal vein thrombosis, renal
vein thrombosis, pulmonary embolism

» SARS-CoV-2 vaccination (AstraZeneca) 10 days
earlier.

« Platelets 31,000/uL, no bleeding, no signs of
infection

« Anti-PF4/heparin IgG ELISA strongly positive OD
>2.0

» Strongly positive with PF4

Greinacher A et al NEJM 2021

Structure

e The Known
* HIT and Autoimmune HIT

* The New: Mechanism of VITT

* Antigen formation
* Inflammation
* Prothrombotic state

* The HYPOTHESIS




Structure

e The Known
* HIT and Autoimmune HIT
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Thrombocytopenia

Thrombosis

HIT

Greinacher A, Chong BH, Warkentin TE; in Michelson A; Platelets 4th ed; 2019




'he HIT pattern:

Greinacher A. NEJM. 2015 Nov 5;373(19):188

Heparin/PF4-Antikorpertest bei VITT -Patienten

‘einacher A, Thiele T, Warkentin TE, Weisser K, Kyrle PA, Eichinger S. N Engl J Med. 2021




A Rapid and Sensitive Test for Diagnosing
Heparin-Associated Thrombocytopenia

A. Greinacher, |. Michels, V. Kiefel, and C. Mueller-Eckhardt

From the Institute for Clinical Immunology and Transfusion Medicine, University of GieRen, FR

Greinacher et al. Thromb&Hemost 1
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‘he VITT — pattern:

* Thrombocytopenia + Thrombosis 4-20days after vaccination against
with Adenoviral Vector Based SARS-Cov2 Vaccines

* Strongly positive PF4/heparin IgG ELISA

* Fc-gamma receptor mediated platelet activation in presence of PF4

sinacher et al. NEJM 2021, Schulz et al. NEJM 2021, Scully et al. NEJM 2021, Muir et al. NEJM 2021

VITT has parallels with autoimmune HIT (aHIT)

-~ Thrombocytopenia
-~ Thrombosis -- DVT/PE, arterial (limb, stroke, Ml), splanchnic, CVST
- Heparin dependent platelet activating Abs, anti PF4/polyanion

* Autoimmune HIT (heparin and non-heparin triggers)
— ~1/5000 after heparin exposure; rarely non-heparin triggers

— Severe thrombocytopenia, disseminated intravascular coag’n (DIC)
— Thrombosis (unusually severe, atypical locations)
— Heparin-independent platelet-activating Abs, anti-PF4/polyanion




Triggers of Autoimmune HIT

Heparin, low-molecular-weight heparin [warkentin & kelton, 2001; others]

Certain polyanionic drugs, e.g., pentosan polysulfate
— High frequency of CVST

Knee replacement SUrgery [Jay & Warkentin 2008; Warkentin 2014, 2015; others]

— High frequency of splanchnic vein thrombosis (esp. adrenal vein)

Post-infection (baCterial, Viral) [Warkentin et al. 2008; Greinacher 2014; others]
— High frequency of CVST (4/10 patients had CVST)

AZ COVID-19 Vaccine

Warkentin TE, Greinacher A 2021 under review
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The severity of traumal/inflammation triggers
PF4/heparin IgG

B-cells producing
HIT antibodies
require
cosignalling
DANGER SIGNAL

Lubenow N et al. Blood (2010) 115 (9): 1797-180:

Anti-PF4/Heparin IgM are natural
antibodies

PF4 /- mice polymicrobial sepsis B-cells human cord blood stimulated ex-vivc

Specific per 1,000 total IgM ASCs

W
a
it

W
=4
it

N
q
it

200+

150+

100+

0
it

ns

e =
o.. u
|

PF4 PF4/heparin

Krauel K et al T&H, 2016




Structure

* The New: Mechanism of VITT
— Antigen formation
— Inflammation
— Prothrombotic state




PF4

AV

Super-resolved immunofluorescence microscopy (3D-SIM) of PF4 and adenovirus. Diluted
ChAdOx1 was incubated with PF4, immobilized on glass and both labeled with
immunofluorescence. The scale bar indicates 500 nm. Viral particles show a clear
association with PF4 as shown by the profile plot (intensity profile of the white line shown
in the merge image). Virus-PF4 interaction was quantified in n=8005 viral particles of 4
individual images. 80.6% of segmented viral particles were directly associated with PF4.
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D-SIM imaging of adenoviral binding to platelet surface. Platelets from platelet rich plasma were incubated with 10 pug/ml PF4 and 1:10 diluted ChAdOx1. Super-resolved fluorescence
1ricroscopy shows adherence of viral particles in the platelet periphery. The scale bar indicates 1 um. As shown in the boxplot, a mean viral density of 1.7 viral particles per platelet wa
bund.




Vaccine Vaccine + PF4 Vaccine + PF4
stained for adenovirus proteins stained for PF4




STEP 2:

Co-inflammatory signal
Day 1-2




Proteins

5 lots Methods of protein determination: micro BCA All consistently show 70-80 pg/mL
Bradford protein in the vaccine
mass spectrometry 45-55% human proteins

silver stein gel in dilutions
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Day 0, March 2021 | first dose Covid AstraZeneca vaccination

at4 p.m.

Day 1 First clear symptoms of burning my legs and they started to swell

Day 2 My legs hurt me a lot, were big, hard like a cast. It was difficult to walk. My
skin fractured. Received loratadine and steroids i.v and fexofenadin
(antihistaminic drug). These did not help.

Day 3 75 mg acetylsalicylic acid no changes

Day 4 D-dimer = 4 816 ng/ml (reference 0-500 ng/ml); LMWH Fraxiparine 0.6 ml at
about 6 p.m.

Day 5 My legs became better, Fraxiparine 0,6 ml.

Day 6 legs improved, but | felt badly. D-dimer = 1115 ng/ml (0-500 ng/ml), platelet
count 292 x 10%/L; Fraxiparine 0.6 ml.

Day 7 legs were almost without swelling, the red/maroon color was weaker.

Day 14 D-dimer = 223 ng/ml (reference 0-500 ng/ml)




STEP 3:

prothrombotic state
Day 5-14




Figure 4
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Optical density

Total (n)

PF4/polyanion EIA positive n (%)

PF4 — platelet activation assay
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Thiele T et al, BLOOD 2021 in press




Pathogenic platelet-activating antibodies
that cause VITT do not occur commonly

following vaccination.

Positive PF4/polyanion EIA results should
be interpreted with caution when
screening asymptomatic individuals after

vaccination against Covid-19.

Thiele T et al, BLOOD 2021 in press

Flow cytometry assay to detect VITT abs
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Structure

* The HYPOTHESIS

Proteins
5 lots Methods of protein determination: micro BCA All consistently show 70-80 pg/mL
Bradford protein in the vaccine
mass spectrometry 45-55% human proteins

silver stein gel in dilutions




PregSurg BVD: BovineVirus Diarrhoea

Protein contaminants in the vaccine induced alloantibodies in cows
resulting in fetomaternal incompatibility: severe thrombocytopenia

Summary and Conclusion

* VITT is caused by anti-PF4 antibodies

* Human proteins and EDTA in the vaccine likely contribute to trigger
the immune response to PF4

* Anti-PF4 autoantibodes activate platelets and activated platelets
recruit granulocytes

* NETosis amplifies the reaction and causes a thrombin burst

Unclear:
does the vaccine induce immune responses against other proteins?
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