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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Die normale Hamostase

Die Blutgerinnung ist ein physiologischer Abwehrmechanismus des Korpers,
der uns nach einem GeféaBdefekt vor gréBeren Blutverlusten bewahrt. Als
Sofortantwort auf solch einen GefaBdefekt werden Thrombozyten aktiviert,
aggregieren und bilden einen Plattchenthrombus. Unterstiitzend stoppt eine
Vasokonstriktion kurzzeitig den Blutfluss (Primare Hamostase). Parallel dazu
kommt es zur Aktivierung der plasmatischen Gerinnung und damit zur Bildung
eines Fibringerinnsels, welches den Plattchenthrombus konsolidiert (Sekundare
Hamostase). Diese lebenswichtigen, aber gleichzeitig auch potentiell
geféhrlichen Schritte der Blutgerinnung unterliegen einer strengen Kontrolle und
Regulierung durch eine Vielzahl verschiedener Proteaseinhibitoren und
antikoagulatorischer Systeme. Nur das harmonische Zusammenspiel zwischen
pro- und antikoagulatorischen Mechanismen stellt sicher, dass GefédBdefekte
schnell und suffizient abgedichtet werden kénnen, aber gleichzeitig eine

UberschieBende Thrombusbildung unterbleibt.

1.1.1 Das klassische Modell der plasmatischen Gerinnung

Die Vorstellung, dass es sich bei der plasmatischen Gerinnung um eine sich
schrittweise amplifizierende Kaskade handelt, geht auf Beobachtungen von
Davie et. al. Mitte der sechziger Jahre zuriick (Davie EW 1964). Diese Kaskade
lauft auf der phospholipidhaltigen Oberflache von Thrombozyten, Leukozyten
und Endothelzellen ab und schliet eine Vielzahl verschiedener Plasmaproteine
ein. Dabei wird in jedem Schritt ein inaktives Proenzym zum aktiven Enzym
umgewandelt, welches dann die Aktivierung des in der Kaskade folgenden
Proenzyms vermittelt. Diese Abldufe werden an verschiedenen Stellen durch
nicht-enzymatische Cofaktoren unterstltzt. Klassischerweise unterscheidet man
bei der plasmatischen Gerinnung zwei unabhangige Systeme: ein extrinsisches
System, so genannt, da es durch eine extravaskulare Komponente
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(Gewebethromboplastin) aktiviert wird, sowie ein intrinsisches System, so
genannt, da seine Komponenten im stromemden Blut enthalten sind. Beide
Kaskaden laufen in einer gemeinsamen Endstrecke zusammen, an deren
Schlusspunkt die Bildung von Thrombin steht, welches die Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin katalysiert (siehe Abbildung 1.1, modifiziert nach Hiller).
Damit die einmal aktivierte Gerinnungskaskade nicht zu einer
uberschieBenden Thrombingenerierung und generalisierten Gerinnselbildung
fuhrt, steht ihr ein ausgewogenes antagonistisches System gegentber. Seine
wichtigsten Aufgaben sind die Hemmung aktivierter Gerinnungsfaktoren (durch
Antithrombin und das Protein C-System), deren Elimination durch das
retikuloendotheliale System sowie der proteolytische Abbau Uberschissigen

Fibrins durch das fibrinolytische System.

Intrinsisches System Extrinsisches System
Fremdoberfldache Gewebethromboplastin
+ HMWK, Prakallikrein
XIl +—» Xlla
Xl Xla X

IX L» IXa + VIII

+PL —> | «— viia < VI
+ Ca

v

Xa +V
+PL

l +Ca"™ Fibrinogen
Prothrombin ——® Thrombin —Vl
Fibrinmonomer

Xl ——pXllla—
Fibrinpolymer

Abbildung 1.1. Die plasmatische Gerinnung. Fibrin
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Obwohl dieses klassische Kaskadenmodell der plasmatischen Gerinnung durch
neuere Erkenntnisse abgewandelt werden muss, so ist es doch trotzdem flr

das grundsatzliche Verstandnis des Gerinnungsablaufs unerlasslich.

1.1.2 Die neue Rolle des intrinsischen Systems

Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, geht das klassische Gerinnungsmodell davon
aus, dass der intrinsische Weg ablauft, wenn Faktor XII mit einer negativ
geladenen Fremdoberflache in Kontakt kommt (,contact activation®). In diese
Reaktionsschritte sind Prakallikrein und high molecular weight kininogen
(HMWK) mit involviert (Ratnoff OD 1979; Griffin JH 1976). Aktivierter Faktor XlI
spaltet dann Faktor Xl in seine aktive Form (Bouma BN 1977). Es wurde
beobachtet, dass ein Mangel an einem der Kontakifaktoren (Faktor XII,
Prakallikrein, HMWAK) klinisch asymptomatisch ist, d.h. nicht mit einer
Blutungsneigung einhergeht (Kaplan AP 1987), wohingegen schwerer Faktor
Xl-Mangel zu verschiedensten Blutungsabnormalitaten fihren kann (Berliner S
1992; Asakai R 1991). Darlber hinaus konnte von Osterud et. al. gezeigt
werden, dass der Faktor Vlla-TF-Komplex nicht nur Faktor X, sondern auch
Faktor IX (Komponente des intrinsischen Systems) aktivieren kann (Osterud B
1977). Diese beiden Beobachtungen stellten die physiologische Relevanz der
Kontaktfaktoren und ihre Beteiligung an der Gerinnungsaktivierung in Frage.
Man schlussfolgerte, dass es einen anderen, kontaktsystem-unabhangigen
Weg der Faktor XI-Aktivierung geben musse. Dieser Weg wurde 1991 von zwei
unabhangigen Forscherteams beschrieben: beide konnten eine (kontaktsystem-
unabhangige) Aktivierung von Faktor XI durch Thrombin nachweisen (Naito K
1991; Gailani D 1991)

1.1.3 Das ,,revised model of coagulation®

Basierend auf den in Abschnitt 1.1.2 beschriebenen Beobachtungen wurde von
Gailani et. al. eine neue Modellvorstellung entwickelt, in der die Komponenten
des intrinsischen und des extrinsischen Systems in einen gemeinsamen
Gerinnungsweg vereinigt werden (Gailani D 1991). Dieser Gerinnungsweg wird

aktiviert, wenn Faktor VII mit Gewebethromboplastin (TF = tissue factor) in
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BerUhrung kommt, d.h. die Aktivierung erfolgt Gber das klassische extrinsische
System. Der Komplex aus aktiviertem Faktor VII (Vlla) und TF (Vlla-TF)
aktiviert Faktor X und katalysiert somit die Bildung einer geringen Menge
Thrombins. Diese Menge an Thrombin ist nicht ausreichend, eine fir ein
stabiles Gerinnsel nétige Fibrinmenge zu bilden, reicht jedoch aus, retrograd
Faktor XI zu aktivieren. Der Vlla-TF-Komplex hingegen wird sehr schnell durch
die Wirkung des tissue factor pathway inhibitor (TFPI) gehemmt (Broze GJ
1990). Unter diesen Bedingungen kann zusatzliches Thrombin nur noch durch
die Feedback-Aktivierung von Faktor XI unter Einschluss der Komponenten des
klassischen intrinsischen Systems gebildet werden. Diese zusatzliche
Thrombinbildung ist zum einen far die Konvertierung von Fibrinogen zu Fibrin
und damit fir die Gerinnselbildung verantwortlich, tragt aber gleichzeitig durch
Aktivierung von TAFI zur Hemmung der Fibrinolyse bei (siehe Abschnitt 1.1.5).
Somit werden die beiden klassischen Gerinnungssysteme zu einem
gemeinsamen System zusammengefasst, wobei die Rolle des extrinsischen
Systems v.a. in der Aktivierung der Gerinnung besteht, wahrend das
intrinsische System durch zuséatzliche Thrombingenerierung die Gerinnung
unterhalt und (via TAFI) den vorzeitigen Abbau des Fibringerinnsels verhindert
(siehe Abbildung 1.2).
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— Vlla-TF (extrinsisches System)
TFPI
A
———————— Xa+V — Xa-VlI
(intrinsisches
System)
™ .
TAFI <« Thrombin ——— > Xla
Fibrinolyse -----------—--- » Fibrin
Abbildung 1.2. Das ,revised model of coagulation”.
(TM= Thrombomaodulin; TFPI= tissue factor pathway inhibitor; — aktiviert; ~~~P baut

ab; hemmt)

1.1.4 Gerinnungsfaktor XI

Humaner Gerinnungsfaktor XI wird in der Leber gebildet und zirkuliert im
Plasma in einer Konzentration von etwa 30 nM. Er wird codiert von einem 23 kb
groBen Gen, welches auf dem langen Arm von Chromosom 4 lokalisiert ist
(Kato A 1989; Asakai R 1987; Fujikawa K 1986). Faktor Xl ist ein 160 kDa
schweres Glykoprotein, bestehend aus zwei identischen 80 kDa schweren
Polypeptid-Untereinheiten, die Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden
sind (McMullen BA 1991; Fujikawa K 1986; Bouma BN 1977). Jede dieser
Untereinheiten besteht aus einer N-terminalen schweren Kette und einer C-
terminalen trypsinahnlichen leichten Kette, welche das katalytische Zentrum
bildet. An der schweren Kette lassen sich vier durch tandem repeats codierte
~Apfeldomanen®, unterscheiden (McMullen BA 1991; Fujikawa K 1986) (siehe
Abbildung 1.3). Die Aktivierung von Faktor XI (durch Faktor Xlla oder Thrombin)
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zur aktiven Serinproteiase Xla erfolgt durch eine einzige enzymatische Spaltung

369 und 11e®7°

zwischen den Aminosauren Arg
1986; Bouma BN 1977). Der so aktivierte Faktor XI kann nun Faktor IX in seine

aktive Form konvertieren.

in der leichten Kette (Fujikawa K

Abbildung 1.3. Gerinnungsfaktor XI.

1.1.4.1 Einflussfaktoren auf Faktor XI-Spiegel

Die Plasmaspiegel von Faktor XI kénnen durch eine Vielzahl verschiedener
Lebensumstande und Erkrankungen beeinflusst werden. Es wurde gezeigt,
dass Faktor XI-Spiegel mit zunehmendem Alter leicht ansteigen und bei Frauen
etwas hoéher liegen als bei Mannern (Meijers JC 2000). Ebenso fihren eine
instabile Angina pectoris (Murakami T 1995), akuter Myokardinfarkt (Minnema
MC 2000) und maligne Erkrankungen (Glassman AB 1994) zu erhdhten
Plasmaspiegeln von Faktor XI. Auch Diabetes mellitus, besonders in seiner
insulinpflichtigen Form, geht mit signifikant Uber die Norm erhéhten Faktor XI-

Werten einher (Patrassi GM 1982). Hingegen flhren chronische Nieren- und



EINLEITUNG

Lebererkrankungen zu einem deutlichen Abfall der Plasmaspiegel von Faktor Xl
(Degushi K 1989; Walker IR 1983). Ebenfalls fallen die Faktor XI-Spiegel mit
fortschreitender Schwangerschaft ab, wobei v.a. im zweiten und dritten
Trimenon signifikant erniedrigte Werte gefunden werden. Sie steigen in der

friihen Postpartalperiode rasch wieder auf Normalwerte an (Phillips LL 1973).

1.1.4.2 Faktor Xl im ,,revised model of coagulation®

Gerinnungsfaktor Xl ist fur den normalen Ablauf der Hamostase wichtig. Nach
dem klassischen Kaskadenmodell der Gerinnung besteht die Hauptrolle von
Fakor Xl| darin, zusammen mit Faktor XIl, Kallikrein und HMWK den
Gerinnungsvorgang von der intrinsischen Seite her zu initiieren. Im Gegensatz
dazu erscheint im revised model of coagulation die Aktivierung von Faktor Xl
erst spdt, nachdem die Kaskade durch das extrinsische System aktiviert wurde
(siehe Abbildung 1.2). In diesem Modell ist Faktor XI v.a. daflr wichtig, die
Thrombingenerierung aufrechtzuerhalten und somit flr eine suffiziente
Fibrinbildung zu sorgen, da der extrinsische Gerinnungsweg durch die Wirkung
von TFPI schon sehr frih gehemmt wird (Broze GJ 1990). Ohne diese
zusatzliche Faktor Xl-abhéngige Thrombinbildung ist eine effektive Hamostase
nicht moéglich. Dies wird teilweise durch klinische Beobachtungen belegt, die
schweren Faktor XI-Mangel mit einer gewissen Tendenz zur Blutungsneigung in
Verbindung bringen (Berliner S 1992; Asakai R 1991).

Zunachst bestanden Zweifel an dieser ,spaten“ Faktor XI-Aktivierung und
damit an der in-vivo-Relevanz des revised model of coagulation. Zum einen
konnte gezeigt werden, dass HMWK, an welches Faktor XI im Plasma
gebunden ist (Bouma BN 1983), die thrombinabhangige Faktor XI-Aktivierung
auch hemmen kann. Zum anderen fand die Faktor XI-Aktivierung nur in
Gegenwart  einer  dextransulfathaltigen Oberflache statt, welche
physiologischerweise im Plasma nicht vorhanden ist (Scott CF 1992). Durch
spatere Studien konnte jedoch wiederholt belegt werden, dass eine Faktor XI-
Aktivierung durch Thrombin auch ohne dextransulfathaltige Cofaktoren mdglich
ist (von dem Borne PA 1995), bzw. die Oberflache aktivierter Thrombozyten
einen potentiellen Kofaktor darstellt (Baglia FA 2000; Baglia FA 1998). Folgt
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man diesen Beobachtungen, so darf man davon ausgehen, dass eine
thrombinabhangige Faktor Xl-Aktivierung unter physiologischen Bedingungen
stattfindet (von dem Borne PA 1995).

1.1.5 TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)

TAFI ist eine Pro-Carboxypeptidase, die in der Leber gebildet wird und im
Plasma in einer Konzentration von etwa 75 nM zirkuliert, wobei die
Plasmaspiegel interindividuell sehr stark schwanken kénnen (Henry M 2001;
van Tilourg NH 2000; Schatteman KA 2000; Mosnier LO 1998; Bajzar L 1995),
auch Konzentrationen von 275 nM sind in Gesunden gefunden worden
(Mosnier LO 1998). TAFI ist ein 60 kDa schweres Glycoprotein, bestehend aus
einer einzelnen Proteinkette mit 401 Aminoséauren. Seine Aktivierung zur
Carboxypeptidase TAFla (35 kDa) erfolgt durch eine enzymatische Spaltung
hinter der Aminosaure Arg92 und wird durch Thrombin (Name!), Plasmin oder
Trypsin katalysiert (Bajzar L 1995; Eaton DL 1991). Thrombomodulin, ein
spezifischer Rezeptor flr Thrombin auf Endothelzellen, wirkt dabei als Cofaktor
der thrombinvermittelten Aktivierung (Bajzar L 1996). Aktiviertes TAFI (TAFla)
wirkt antifibrinolytisch, indem es carboxyterminale Lysin- und Argininreste vom
Fibrinmolekil abspaltet, wodurch Fibrin seine Cofaktorwirkung bei der
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin verliert (Wang W 1998). TAFla ist ein
sehr instabiles Enzym. Seine Halbwertszeit ist stark temperaturabhé&ngig und
betragt bei 37°C gerade einmal 8 Minuten, wobei der schnelle Wirkungsverlust
durch eine intrinsische Konformationsanderung und nicht durch einen
spezifischen Inhibitor bedingt ist (Boffa M 2000; Boffa M 1998). Diese
inaktivierte Form von TAFla wird als TAFlai bezeichnet.

1.1.5.1 TAFIl im ,revised model of coagulation*

Wéhrend der normalen Hamostase besteht ein Gleichgewicht zwischen
Gerinnung und Fibrinolyse. Als ,Vermittler* in diesem labilen Gleichgewicht
kann Thrombin angesehen werden, da es neben den gerinnungsférdernden
Einflissen auch einen antifibrinolytischen Effekt zu haben scheint (von dem

Borne PA 1995). Der Mechanismus hinter diesem fibrinolysehemmenden Effekt
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war lange unklar, bis zur Entdeckung von TAFI. Dieses Protein war in der Lage,
die Lysezeit eines Fibringerinnsels auf mehr als das Doppelte zu verlangern.
Der antifibrinolytische Effekt von Thrombin beruht demnach auf einer
zusatzlichen, Faktor Xl-getriggerten Thrombingenerierung und wird vermittelt
durch die Wirkung von TAFI (von dem Borne PA 1997). Fir die Aktivierung von
TAFI sind dabei sehr hohe Thrombinkonzentrationen (500-2100 nmol/l) nétig
(Bajzar L 1995). Nur der Feedback-Mechanismus der Thrombinbildung des
revised model of coagulation liefert dafir eine Erklarung. Dies wird durch
Beobachtungen von Mosnier et. al. bestdtigt, nach denen die
fibrinolysehemmende TAFI-Wirkung an ein intaktes intrinsisches System und
damit auch an Faktor XI gebunden ist (Mosnier LO 1998). Damit nimmt
Thrombin in diesem neuen Gerinnungsmodell eine zentrale Rolle ein: es ist
durch die Konvertierung von Fibrinogen zu Fibrin nicht nur an der Bildung eines
Gerinnsels beteiligt, sondern ,schitzt* dieses gleichzeitig durch eine TAFI-

vermittelte Hemmung der Fibrinolyse auch vor dessen Abbau.
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1.2 Venése Thrombose und Lungenembolie

1.2.1 Allgemeines

Die Diagnose einer vendsen Thrombose wird in den westlichen Industrielandern
jahrlich etwa bei 1 von 1000 Einwohnern gestellt (Nordstrom M 1992, Anderson
FA 1991) und ist damit nach dem akuten Myokardinfarkt und dem Schlaganfall
die dritthaufigste Erkrankung des kardiovaskularen Systems (Goldhaber SZ
1994). Die bevorzugte Lokalisation ist mit Gber 85% das tiefe Venensystem der
unteren Extremitdt, was u.a. die pathophysiologische Bedeutung des
erschwerten Blutrickflusses unterstreicht. Die Thrombose stellt nicht nur wegen
der Haufigkeit ihres Auftretens, sondern auch wegen ihrer Komplikationen ein
groBes medizinisches Problem dar. Akut ist v.a. die Lungenembolie geflrchtet,
die in 1 bis 2% der Falle tddlich endet. Eine viel haufigere und von anhaltender
Morbiditat gepragte Folge der Thrombose ist das postthrombotische Syndrom.
Je nach Lokalisation und Ausdehnung der Thrombose tritt es bei 24 bis 60%
der Patienten auf und verlauft stadienhaft, wobei die Symptome von
6dematbser Schwellung Uber trophische Hautveranderungen bis hin zu
chronischen und schwer therapierbaren Ulzerationen reichen (Brandjes DP
1997). FOr den Betroffenen bedeutet dies eine langwierige Behandlung,
verbunden mit einem deutlichen Verlust an Lebensqualitat. Fir die Gesellschaft
stellen die hohen Therapiekosten einen nicht zu unterschatzenden
6konomischen Aufwand dar. Damit es nicht so weit kommt, versucht man dem
Problem ,, Thromboembolie“ durch konsequente und routinemaBige Prophylaxe
zu begegnen, basierend auf unseren Kenntnissen Uber pathophysiologische

Ablaufe bei der Thrombogenese sowie deren Risiken und Risikofaktoren.

1.2.2 Pathogenese der Thrombose

Das SchlUsselereignis bei der Ausbildung einer Thrombose ist die Formation
eines Blutgerinnsels innerhalb eines vendsen GefdBes. Nachdem lokal und
unphysiologisch, d.h. ohne dass ein GefaBdefekt abgedichtet werden musste,

die Gerinnungskaskade aktiviert wurde, kommt es zur Bildung eines Thrombus,
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der sich entweder lokal-obstruktiv entwickelt oder instabil wird und kleinere
Emboli bildet, die mit dem Blutstrom weitergetragen werden und entfernte
GefaBe verschlieBen kdnnen. Die Hypothese, dass die Thrombusbildung das
Ergebnis einer gestorten Balance zwischen lokaler Fibrinbildung und
Fibrinolyse ist, wurde schon vor nunmehr fast 50 Jahren formuliert und
beschreibt Fibrinbildung und -abbau als dynamische Prozesse (Astrup T 1958).
Die aktuelle Kinetik im Gleichgewicht dieses Prozesses bestimmt, ob eine
gewisse Schwelle zur Thrombogenese Uberschritten wird oder nicht. Drei Arten
von Stérungen im Kompartiment ,GefédB“ kdnnen die Kinetik dieses
Gleichgewichts in Richtung Thrombose kippen. Diese wurden schon Mitte des
vorletzten Jahrhunderts von Rudolph Virchow beschrieben und haben als sog.
»Virchow-Trias“ auch heute noch Gultigkeit in der Erklarung der Pathogenese
der Thrombose: Veranderungen der Blutstrdmung, Veranderungen der
GefaBwand und Veranderungen der Blutzusammensetzung

(Hyperkoagulabilitat).

1.2.2.1 Veranderungen der Blutstromung

Die Thromboseentstehung wird durch die Verlangsamung der Blutstrémung
erheblich begunstigt. Im nicht zirkulierenden Blut kommt es friher oder spater
zu Hypoxidose mit konsekutiver Freisetzung gerinnungsaktivierender Stoffe aus
geschadigten Thrombozyten (ADP, Serotonin, vVWF, Kalzium). Zusétzlich
kébnnen bei Verhaltnissen der Stase antikoagulatorische Substanzen nicht
herbeigefihrt werden und prokoagulatorische nicht abstrémen. Dies erklart,
warum thromboemboliche Ereignisse bevorzugt in pathologisch erweiterten
GeféaBen an der unteren Extremitat auftreten, in der, durch die Gravitation
bedingt, ohnehin schon ungtinstige Strémungsverhaltnisse herrschen.

1.2.2.2 Veranderungen der GefaBwand

Veranderungen der GefaBwand sind im wesentlichen auf eine Schadigung des
Endothels zurlckzufihren. Damit geht zum einen die endotheliale Synthese
gerinnungshemmender Substanzen (Prostazyklin) verloren, zum anderen fihrt

die Endothelldsion zur Exposition des mikrofibrillaren subendothelialen
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Gewebes mit seiner plattchen-adhésiven und gerinnungsaktivierenden Wirkung.
Konsekutiv scheiden sich Thrombozyten ab und aggregieren. Die damit
verbundene Thrombozytorhexis setzt zusétzliche Stoffe (u.a. Phospholipide)
frei, die zur Aktivierung der plasmatischen Gerinnung und damit zur

Fibrinbildung im Plattchenthrombus fuhren.

1.2.2.3 Hyperkoagulabilitat

Prinzipiell lasst sich eine erhdhte Gerinnungsneigung des Blutes nachweisen,
wenn zu viele Substanzen mit gerinnungsaktivierender Wirkung (z.B. durch
Gewebeschadigung oder Tumornekrose) in die Blutbahn eingeschwemmt
werden, Hemmkorper aktivierter Gerinnungsfaktoren zu rasch abgebaut werden
oder das Fibrinolysesystem gestort ist. In den letzten Jahren ist es durch neue
Einsichten in den molekularen Ablauf der Gerinnungskaskade mdglich
geworden, ,Marker der Hyperkoagulabilitdt“ zu identifizieren und spezifische

Assays zu ihrem Nachweis zu entwickeln.

1.2.3 Risikofaktoren der venosen Thrombose

Allgemein bezeichnet man als Risikofaktoren Umstande, die mit einer erh6hten
Inzidenz der Erkrankung einhergehen und flr die ein kausaler Zusammenhang
nachweisbar ist. Wirken mehrere Risikofaktoren zusammen, kbnnen sie sich in
ihrer Wirkung potenzieren und die Manifestation der Erkrankung nochmals
beschleunigen. Bezogen auf die Erkrankung ,vendse Thrombose® lassen sich

die Risikofaktoren danach einteilen, ob sie angeboren oder erworben sind.

1.2.3.1 Erworbene Risikofaktoren der venosen Thrombose

= Alter: das Risiko einer ven6sen Thrombose steigt mit zunehmendem Alter
stark an, von 1 Ereignis pro 10.000 Personen jlunger als 40 Jahre auf 1 pro
100 Personen é&lter als 75 Jahre. (Nordstrom M 1992; Anderson FA 1991)
Der Grund fir diese starke Altersabhangigkeit ist letztendlich nicht geklart,
kdnnte aber in einer abnehmenden Mobilitat, einer Abnahme des Muskel-
und GeféBtonus und einer erhéhten allgemeinen Morbiditat mit

zunehmendem Alter liegen.
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Maligne Erkrankungen: Schon 1865 stellte Trousseau einen
Zusammenhang zwischen Krebserkrankungen und dem Auftreten von
Thrombosen fest (Trousseau A 1865). In der Tat leiden etwa 10 bis 20% der
Patienten mit Thrombosen an einer bdsartigen Erkrankung. Die meisten
Autoren machen humorale Effekte des Tumors fir den Anstieg des
Thromboserisikos verantwortlich (Bick RL 1992; Nand S 1990; Donati BM
1995), aber auch ein direkter mechanischer Einfluss in Form einer
GefaBkompression durch die wachsende Geschwulst ist denkbar.
Operationen und Traumata: Chirurgische Eingriffe sind einer der
haufigsten und damit gleichzeitig wichtigsten Risikofaktoren fir Thrombosen.
Ein sehr hohes Risiko (bis zu 50%) wurde in Zusammenhang mit Huft- und
Kniegelenksoperationen (Hull RD 1986; Cohen SH 1973), nach
Abdominalchirurgie und Operationen im Bereich des Urogenitalsystems
beschrieben (Bergquist D 1983; Walsh JJ 1974; Mayo ME1971). Teilweise
noch hohere Risiken (bis 60%) fand man nach schweren Schadel-Hirn-
Traumen, Rickenmarksverletzungen oder Frakturen groBer Knochen
(Geerts WH 1994; Hjelmstedt A 1968).

Immobilisation: Bettlagerigkeit ist schon seit vielen Jahren als Ursache der
vendésen Thrombose bekannt (Gibbs NW 1957). Auch L&hmungen,
Ruhigstellung durch Gipsverbande sowie langes Sitzen (z.B. auf Flugreisen)
erhdhen das Risiko der vendsen Thrombose (Warlow C 1976; Cruickshank
JM 1988; Symington IS 1977). Formalpathogenetisch gesehen rihrt die
thrombogene Wirkung der Immobilisation immer aus einer Beeintréchtigung
der Funktion der Muskelpumpe der unteren Extremitat her.
Ostrogentherapie: Eine Vielzahl verschiedener Studien bescheinigen der
.Pille” eine thrombogene Wirkung (Spitzer WO 1996; WHO 1995; Stadel BV
1981; Sartwell PE 1969). Ob dabei der Ostrogengehalt allein fiir das erhéhte
Thromboserisiko verantwortlich ist und ob ein linearer Zusammenhang
zwischen der Ostrogenmenge und dem Risiko besteht, ist letztlich noch
nicht geklart (Bloemenkamp KW 1995; Gerstmann BB 1991). Dagegen
sprechen zumindest Beobachtungen, die ein vergleichbar hohes

Thromboserisiko in Zusammenhang mit der postmenopausalen Hormon-
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Ersatz-Therapie fanden (Grady D 1997; Daly E 1996; Grodstein F 1996; Jick
H 1996), obwohl sich die darin enthaltene Ostrogenmenge um mehrere
Zehnerpotenzen von der Dosierung oraler Kontrazeptiva unterscheidet.
Nichtzuletzt wegen der Haufigkeit ihrer Anwendung -und das v.a. im
jungeren Alter- stellt die orale Kontrazeption ein ,thrombogenes Problem*
dar.

» Schwangerschaft und Wochenbett: Verglichen mit Gleichaltrigen besteht
wahrend der Schwangerschaft ein bis zu 10-fach erhéhtes Risiko fir eine
vendése Thrombose (Nordstrdom M 1992). Zahlreiche Studien berichten
davon, dass dieses Risiko in der postpartalen Periode durch den Rickgang
der physiologischen Schwangerschaftshydramie noch deutlich weiter
ansteigt (Treffers PE 1983; Kierkegaard A 1983). Griinde flr die allgemeine
schwangerschaftsbedingte Steigerung des Thromboserisikos sind neben
direkten mechanischen Einflissen durch den wachsenden Uterus auch in
typischen hormonellen Anderungen zu suchen (Macklon NS 1997; Goodrich
SM 1964).

» Antiphospholipidantikérper: Das erworbene Antiphospholipidantikdrper-
Syndrom zeichnet sich durch das Auftreten eines Lupusantikoagulans und/
oder erhdhter Spiegel an Anticardiolipinantikérpern aus. Darunter versteht
man Antikérper der Klasse IgG (seltener IgM), die gegen Phospholipide
gerichtet sind und die phospholipidabhangigen Reaktionen der Hamostase
stéren. Dies geht klinisch mit einer erhdhten Thrombose- (Ginsberg JS
1995) und Abortneigung (Branch DW 1985) einher.

1.2.3.2 Angeborene Risikofaktoren der venésen Thrombose

Ein sogenanntes ,familial thrombophilia syndrome“ wurde schon Anfang des
letzten Jahrhunderts beschrieben, jedoch wurde dieser Beobachtung bis zur
Aufdeckung einzelner genetischer Defekte keine Aufmerksamkeit geschenkt.
Allgemein versteht man unter diesem Syndrom eine Thromboseneigung, die
sich v.a. in jungen Jahren und an ungewdhnlicher Lokalisation manifestiert und
oft mehrere Familienmitglieder gleichermaBen betrifft (Meijers JC 2002,

unverdffentlicht).
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Antithrombin-Mangel: Dieser Defekt wurde erstmals Mitte der sechziger
Jahre von Egeberg beschrieben (Egeberg O 1965). Er wird autosomal-
dominant vererbt und tritt nur in heterozygoter Form auf (die homozygote
Form ist letal), wobei dann die Antithrombinaktivitat auf etwa 1/3 der Norm
reduziert ist. Es werden zwei Formen des Mangels unterschieden: Typ I:
Antithrombin-Antigenspiegel und Antithrombin-Aktivitat sind reduziert; Typ II:
normaler Antithrombin-Antigenspiegel bei reduzierter Antithrombin-Aktivitat.
Beide Formen sind mit einem etwa 5-fach erhéhten Thromboserisiko
verbunden (Koster T 1995) und treten etwa mit einer Haufigkeit von 1/350 in
der Normalbevélkerung auf (Tait RC 1991).

Protein C-Mangel: Dieser Defekt wurde erstmals 1981 von Giriffin
beschrieben (Griffin JH 1981). Ahnlich dem Antithrombinmangel scheint die
homozygote Auspragung rasch letal zu verlaufen. Auch hier sind zwei Typen
bekannt: gestoérte Proteinsynthese (Typ I) und dysfunktionelles Protein (Typ
I), die sich aber in ihrem Thromboserisiko nicht grundlegend unterscheiden
(jeweils etwa 7-fach erhdht (Koster T 1995)), seine Gesamtpravalenz in der
Normalbevdlkerung liegt bei etwa 0,2% (Tait RC 1995).

Protein S-Mangel: Protein S ist als nicht-enzymatischer Cofaktor von
aktiviertem Protein C ein sehr wichtiges antikoagulatorisches Protein.
Erstmals 1984 wurde ein Zusammenhang zwischen Protein S-Mangel und
einem erhdhten Thromboserisiko beschrieben (Comp PC 1984, Schwartz
HP 1984). Weitere Studien ergaben ein dem Protein C- und
Antithrombinmangel vergleichbares Krankheitsbild: autosomal-dominanter
Vererbungsmodus, heterozygote Form mit etwa 6- bis 10-fach erhéhtem
Thromboserisiko, homozygote Form extrem selten (Simmonds RE 1998;
Engesser L 1987). Bei der Uberwiegenden Zahl der betroffenen Patienten
liegt eine kombinierte Reduktion des Protein S-Gesamtantigens und freien
Protein S-Antigens (Typ 1) oder ein gemischter Typ | / Typ lll vor (Typ Il
reduziertes freies Protein S bei normalem Gesamtprotein S). Beide Formen
fihren zur Verminderung der Protein S-Aktivitat. Sehr selten findet man eine

isolierte Reduktion des freien Protein S (Typ Il). Die Pravalenz des Protein
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S-Mangels im Thrombosekollektiv liegt bei etwa 1 bis 2% (Koster T 1995),
Angaben Uber die Haufigkeit im Normalkollektiv liegen derzeit nicht vor.

Antithrombin- und Protein C- / S-Mangel auch kdénnen als ,erworbene Form* im
Rahmen von Leber- und Nierenerkrankungen, bzw. bei einer oralen
Antikoagulanztherapie auftreten. Diese Umstadnde mussen bei der Diagnose der
hereditiren Form des Inhibitorenmangels stets berlcksichtigt und
ausgeschlossen werden.

» Faktor V Leiden-Mutation: Das Plasma von Normalpersonen antwortet auf
die Zugabe von aktiviertem Protein C (APC) mit einer Verlangerung der
Gerinnungszeit, da APC durch enzymatische Spaltung die Cofaktoren Va
und Vllla inaktiviert. Im Jahr 1993 beschrieben Dahlback et. al. drei
Familien, bei denen eine APC-Zugabe nicht die zu erwartende
antikoagulatorische Wirkung zeigte (Dahlback B 1993). Diese ,APC-
Resistenz ging mit einer Haufung von Thromboseereignissen in diesen
Familien einher, was fUr eine neue, genetisch bedingte Ursache der ,familial
thrombophilia“ sprach. Ein Jahr nach der Entdeckung der APC-Resistenz
konnte von Bertina et. al. die molekulare Grundlage dieses Defekts
identifiziert werden: in Uber 90% der Félle lag ihr eine autosomal-dominant
vererbte Punktmutation an Position 1.691 im Exon 10 des Faktor V Gens
zugrunde, wobei die Aminosaure Arg®®® durch Glutamin ersetzt war (Bertina
RM 1994). Diese Mutation betrifft eine von drei Schnittstellen des APC im
Faktor Va, mit der Folge, dass (die prokoagulatorische Wirkung von) Faktor
Va bei diesen Patienten nicht mehr durch (das antikoagulatorisch wirkende)
APC reguliert werden kann, d.h. resistent gegen APC ist. Benannt nach
ihnrem Entdeckungsort, dem niederlandischen Ort Leiden, bezeichnet man
diese APC-Resiztenz auch als ,Faktor V Leiden-Mutation“. Die Pravalenz
der Faktor V Leiden-Mutation hangt von der ethnischen Herkunft der
Bevdlkerung ab und ist somit starken regionalen Schwankungen
unterworfen. Die hochsten Pravalenzen wurden far die Bevdlkerung

kaukasischer Abstammung beschrieben, d.h. 2 bis 16% heterozygote (Rees
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DC 1995) und 0,06 bis 0,25% homozygote (Dahlback B 1997) Trager in der
Normalbevdlkerung. Im Gegensatz dazu ist die Faktor V Leiden-Mutation bei
Eskimos, Afrikanern, Japanern und bei den australischen und
amerikanischen Ureinwohnern eine ausgesprochene Raritat (De Maat MP
1996; Gou D 1996; Ko YL 1996; Ozawa T 1996; Rees DC 1995). Diese
groBen geographischen Differenzen lassen vermuten, dass die Mutation
einmal vor langer Zeit auftrat und dass wahrscheinlich alle Félle vererbt sind
und nicht auf spontanen Neumutationen beruhen. Verglichen mit der
Normalbevélkerung ist eine heterozygote Faktor V Leiden-Mutation mit
einem 3- bis 8-fach erhéhtem Thromboserisiko assoziiert (Ridker PM 1995;
Rosendaal FR 1995; Koster T 1993). Dieses Risiko steigt bei Homozygotie
auf das bis zu 80-fache der Norm an (Rosendaal FR 1995). Die Faktor V
Leiden-Mutation findet man bei etwa 20% der Patienten eines unselektierten
Thrombosekollektivs (Rosendaal FR 1995; Koster T 1993) und bei Uber der
Halfte der Thrombosepatienten mit hereditéarer thrombophiler Diathese
(Griffin JH 1993). Somit ist die Faktor V Leiden-Mutation nicht nur in der
Normalbevdlkerung von hoher Pravalenz, sondern stellt auch bei
Thrombosepatienten den haufigsten zu beobachtenden Defekt dar.

= Prothrombin-Polymorphismus: Im Jahre 1996 beschrieben Poort et. al.
eine Mutation im Prothrombingen, die sowohl mit einem erhéhten Plasma-
Prothombinspiegel als auch mit einem gesteigerten Thromboserisiko
einhergeht (Poort SR 1996). Es handelt sich dabei um eine Punktmutation in
der 3" “untranslated region“ des Prothrombingens, wobei in Position 20210
die Aminosdure Arginin durch Glutamin ersetzt ist. Ahnlich der Faktor V
Leiden-Mutation unterliegt die Prévalenz des Prothrombinpolymorphismus
regionalen Einflissen (Zunahme von Nord nach Sid) und liegt in der
gesunden Bevolkerung kaukasischer Abstammung bei etwa 2% (Rosendaal
FR 1998). Im unselektierten Thrombosekollekiv sind etwa 6%, in Familien
mit hereditdrer Thrombophilie 18% der Patienten Trager des Prothrombin-
polymorphismus, welcher damit (nach der Faktor V Leiden-Mutation) den
zweithaufigsten hereditaren Risikofaktor fir die ven6se Thrombose darstellt.

Verglichen mit dem Normalkollektiv erhdht sich bei Mutationstrdgern das
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Thromboserisiko auf etwa das 3-fache (Poort SR 1996). Ob fir dieses
erhdhte Risiko die erhdhten Prothrombin-Plasmaspiegel anzuschuldigen
sind oder ob ein anderer Mechanismus vorliegt, kann zur Zeit noch nicht
abschlieBend gesagt werden.

Hyperhomozysteindmie: Moderat erhdhte Homozysteinspiegel sollen mit
einem etwa 2-fach gesteigerten Thromboserisiko einhergehen (den Heijer M
1998; den Heijer M 1996; Simioni P 1996; Falcon CR 1994), wobei die
Pravalenz derartiger Plasmaspiegel in der Normalbevélkerung 5 bis 10%
betragt (Franco RF 1998; den Heijer M 1996). Hyperhomozysteindmie kann
genetische Ursachen haben (Mutation im Gen der Methylen-
tetrahydrofolsdure-Reduktase (Engbersen AM 1995)) oder erworben sein
(z.B. Vitamin B6-, B12-Mangel (Ubbink JB 1993)).

1.2.3.3 ,,Neue” Risikofaktoren der venosen Thrombose

Hoher Faktor VIII-Spiegel: Faktor VIII-Spiegel >150 1U/dl sind mit einem
ca. 3-fach Uber die Norm erhdhten Thromboserisiko assoziiert. In der
Normalbevdlkerung liegt die Pravalenz dieser Plasmaspiegel bei etwa 11%
(Koster T 1995). Die Ursache erhdhter Faktor VIII-Spiegel ist nicht endguiltig
geklart, man vermutet aber auch hier genetische Ursachen, da der Faktor
VIII-Spiegel stark von der Blutgruppe und dem Spiegel des von-Willebrand-
Faktor abhangig ist.

Hoher Faktor XI-Spiegel: Meijers et. al. konnten 2000 an den Patienten der
.Leiden Thrombophilia Study (LETS)* zeigen, dass Faktor Xl-Spiegel
oberhalb der 90. Perzentile mit einem 2-fach Gber die Norm erhdhten Risiko
flr eine vendse Thromboembolie verbunden sind. Dartber hinaus berichten
die Autoren Uber eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen steigenden
Faktor XI-Spiegeln und einem parallel dazu ansteigenden Thromboserisiko
(Meijers JC 2000). Es wird vermutet, dass das thrombogene Potential hoher
Faktor XI-Werte v.a. in einer TAFI-vermittelten Hemmung der Fibrinolyse
begrindet ist.

Hohe TAFI-Spiegel: Ebenfalls an den Patienten der LETS konnten van
Tilburg et. al. im Jahr 2000 zeigen, dass TAFI-Antigen-Spiegel oberhalb der
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90. Perzentile mit einem leicht erhdhten Thromboserisiko assoziiert sind. Ein
graduelles Ansteigen des Thromboserisikos mit steigendem TAFI-Spiegel
wurde nicht gefunden, d.h. leicht erhdhte TAFI-Werte scheinen keinen
Risikofaktor darzustellen (van Tilourg NH 2000).
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1.3 Hyperkoagulabilitat und deren laborchemische Marker

Ein prathrombotischer Zustand I&sst sich beschreiben als eine Verschiebung
des physiologischen Gleichgewichts zwischen pro- und antikoagulatorischen
Kraften in Richtung ,Ubergerinnbarkeit* (Hyperkoagulabilitit), hervorgerufen
durch eine pathologische Aktivierung der Enzyme der Gerinnungskaskade,
ohne dass jedoch klinische Zeichen einer Thrombose vorliegen. Diese
Gerinnungsaktivierung geht einher mit der Freisetzung einer Vielzahl
verschiedener Peptide, Enzyme und Enzym-Inhibitor-Komplexe (Bauer KA
1994; Mannucci PM 1994). Genaue Einsichten in die Biochemie der
Gerinnungsablaufe haben es ermdglicht, diese sog. ,Aktivitditsmarker® zu
identifizieren und spezifische und sensitive Methoden / Assays flr deren
Bestimmung zu entwickeln. Erhéhte Plasmaspiegel dieser Marker sind dabei
ein sensitiver Fuhler flr das AusmaB der Gerinnungsaktivitat und kdnnen somit
bei der Aufdeckung von Hyperkoagulabilitat und prathrombotischen Zustanden
von groBem Nutzen sein. Sie stellen auBerdem gute Parameter zur
Uberwachung einer antikoagulatorischen oder thrombolytischen Therapie dar.
Einer der wichtigsten Aktivitdtsmarker sind die Prothrombinfragmente F1+2
(F1+2).

1.3.1 Prothrombinfragmente F1+2

1.3.1.1 Allgemeines

Prothrombin ist ein Vitamin K-abhangiges Protein, das in der Leber gebildet
wird und aus 582 Aminosauren aufgebaut ist. Vor seiner Sezernierung ins
Plasma wird Prothrombin post-translational modifiziert, wobei Vitamin K-
abhangig am N-terminalen Ende 10 Glutaminsdurereste in Carboxyglutamin-
saurereste (Gla-Reste) d-carboxyliert werden. Diese Reste sind fir die spéatere
Bindung des Moleklils an phospholipidhaltige Membranen (z.B. von
Thrombozyten) nétig. Das Prothrombinmolekdl enthéalt zentral zwei homologe
Bereiche, die ,Kringeldomanen“ genannt werden und wahrscheinlich fir die

Interaktion mit Faktor Va des Prothrombinase-Komplexes verantwortlich sind.
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Das ,reife* Prothrombinmolekdl zirkuliert im Plasma als Zymogen
(Referenzbereich 0,4 bis 1,1 nmol/l) und wird wahrend des Gerinnungablaufs zu
einer Serinprotease aktiviert. Diese Aktivierung wird katalysiert durch die
proteolytische Wirkung des Prothrombinase-Komplexes (FXa + FVa +
Phospholipid + Ca®*), wobei Prothrombin zwischen den Aminosauren Arg®’®
und Thr** in  Pra-Thrombin (carboxyterminales Ende) wund die
Prothrombinfragmente F1+2 (aminoterminales Ende) gespalten wird
(schematisch in Abbildung 1.4). Durch weitere Proteolyse des Pr&-Thrombin
durch Faktor Xa entsteht das aus einer A- und B-Kette aufgebaute Thrombin,
welches die Bildung von Fibrin katalysiert. Da Prothrombinfragmente F1+2 im
gleichen MaBe wie Thrombin freigesetzt werden, stellen sie einen direkten

Marker der Thrombingenerierung dar.

|< Prothrombin >|

S——S

I I
NH2—[ Gla ]_[ Kringel 1 ]_[ Kringel 2 Katalytische Doméne ]—COOH
le—— F1+2 > | Pra-Thrombin ———]

Abbildung 1.4. Spaltung des Prothrombin-Molekdils.

1.3.1.2 F1+2 bei verschiedenen Erkrankungen und Lebens-
umstanden
Eine ganze Reihe verschiedener Lebensumstande und Erkrankungen geht mit
einer Erhéhung der F1+2-Spiegel Uber die Norm und damit mit einer
Verschiebung des hamostaseologischen Gleichgewichts in  Richtung
Hyperkoagulabilitat einher, ohne dass jedoch klinische Zeichen einer
Thrombose vorliegen missen. Eine naheliegende Beobachtung ist, dass akute
und chronische Erkrankungen, die mit Schaden an den GeféaBwanden
einhergehen, wie z.B. Angina pectoris und Herzinfarkt, Schlaganfélle oder

Diabetes mellitus, zu einer messbaren Gerinnungsaktivierung fihren (Lopez Y
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1999; Reverter JL 1997; Yokoyama H 1996). Auch bei entzindlichen (Lins M
1996) oder malignen Erkrankungen (Gouin-Thibault | 1999; Lopez Y 1999)
konnte ein Anstieg der Prothrombinfragment-Spiegel nachgewiesen werden.
Aber nicht nur verschiedenste Arten von Erkrankungen, sondern auch
sphysiologische“ Vorgange, wie eine normal verlaufende Schwangerschaft
(Schambeck CM 2001; Lopez Y 1999), das normale Altern (Lopez Y 1999; Mari
D 1995) oder die Einnahme von steroidhaltigen Medikamenten (orale
Kontrazeptiva, Hormon-Ersatz-Therapie) (Prasad RN 1999; Vehkavaara S
2001) werden von einer tUber die Norm erhéhten Thrombinbildung (und damit
F1+2-Erh6hung) begleitet.

1.3.1.3 F1+2-Spiegel bei thrombophilen Diathesen

Als thrombophile Diathese wird ein Zustand einer im Vergleich zur Normal-
bevilkerung erhdhten Thromboseneigung bezeichnet, wobei die Ursachen
dafiir sowohl angeboren als auch erworben sein kdnnen. Die thrombophile
Diathese ist im strengen Sinne der Definition kein klinisches Symptom und darf
nicht mit der thromboembolischen Erkrankung gleichgesetzt werden. Sie kann
aber, nicht zuletzt aufgrund ihrer Haufigkeit (etwa 10% in der gesunden
Bevélkerung), Morbiditdt und Mortalitdt der Bevdlkerung entscheidend
beeinflussen. Bei einer Vielzahl dieser thrombophilen Stérungen ist die basale
Thrombinbildung erhéht und damit das Gleichgewicht zwischen pro- und
antikoagulatorischen Kraften in Richtung Hyperkoagulabilitat verschoben.
Daher lasst sich bei einem nicht unerheblichen Anteil dieser Patienten eine
messbare Erh6hung der F1+2-Plasmaspiegel als Ausdruck dieser
Hyperkoagulabilitdt nachweisen. Wie bereits in Abschnitt 1.3.1.2 erwahnt,
kénnen eine ganze Reihe verschiedenster Erkrankungen und Lebensumsténde
einen Einfluss auf die Aktivitdtsmarker der Gerinnung nehmen. Daher ist es
auch nicht verwunderlich, dass die Haufigkeitsangaben bezuglich
Hyperkoagulabilitdt  bei  thrombophilen  Patienten  stark von den
Selektionskriterien des Patientenkollektivs abhangen. So finden sich in der
Literatur in Abhangigkeit der Patientenauswahl teils sehr stark divergierende

Angaben in Bezug auf die Haufigkeit erhdhter F1+2-Spiegel bei ein- und
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derselben thrombophilen Diathese. Ebenso gilt zu berlicksichtigen, dass es sich
generell bei den Aktivitdtsmarkern um rein laboranalytische Parameter handelt,
die keinen Ruckschluss auf die Wahrscheinlichkeit einer klinischen
Thrombosemanifestation zulassen. So konnten Kyrle et. al. eindriicklich
belegen, dass die F1+2-Spiegel keine pradiktive Aussagekraft in Bezug auf das
Thromboserisiko haben (Kyrle PA 1997).

1.3.1.3.1 Faktor V Leiden-Mutation und F1+2

Eine Vielzahl verschiedener Studien konnte zeigen, dass die Faktor V Leiden-
Mutation mit signifikant Uber die Norm erhdhten F1+2-Spiegeln einhergeht.
Unabhéangig von einer eventuellen thromboembolischen Vorgeschichte wurden
in Abhéangigkeit der Patientenauswahl bei 20 bis 30% der Mutationstrager
F1+2-Werte im pathologischen Bereich beobachtet (Gouin-Thibault | 2002;
Kyrle PA 1997; Leroy-Matheron C 1996; Martinelli | 1996; Zdller B 1996). Somit
finden sich bei einem gewissen (identischen) Prozentsatz sowohl
symptomatischer als auch asymptomatischer Faktor V Leiden-Trager
Anzeichen einer andauernden und unphysiologisch hohen
Thrombingenerierung.

1.3.1.3.2 Weitere thrombophile Diathesen und F1+2

= Inhibitorenmangel: Angeborene Defekte, welche die normale Funktion des
antikoagulatorisch wirkenden Protein C-Wegs betreffen, also ein Protein C-
und / oder Protein S-Mangel, sind mit einer erhdhten Thrombingenerierung
und einem lebenslang erhéhten Thromboserisiko verbunden (Mannucci PM
1992; Bauer KA 1988). Die gesteigerte Thrombingenerierung bei diesen
Patienten spiegelt sich laboranalytisch in erhéhten F1+2-Spiegeln wider. So
konnte Bauer et. al. bei bis zu 50% der Patienten mit isoliertem Protein C-
Mangel deutlich Uber die Norm erhéhte F1+2-Werte nachweisen (Bauer KA
1988). Hingegen scheint bei Vorliegen eines Antithrombin-Mangels
Hyperkoagulabilitdt ein nicht so ausgepragtes Symptom zu sein: bei diesen
Patienten konnten nur gering erhéhte F1+2-Spiegel nachgewiesen werden
(Mannucci PM 1992).
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= Hoher Faktor VIII-Spiegel: Thrombosepatienten, bei denen ein hoher
Faktor VIII-Spiegel (>150 IU/dl) nachweisbar ist, zeigen sehr haufig Uber das
normale MaB erhdhte F1+2-Werte als Ausdruck einer anhaltend hohen
Thrombingenerierung. Teilweise soll das auf bis zu 75% dieser Patienten
zutreffen (O’Donnell J 2001). Verglichen mit anderen thrombophilen
Diathesen scheint somit Hyperkoagulabilitat bei Patienten mit hohen Faktor
VIII-Spiegeln ein deutlich hdufigerer Befund zu sein.

» Prothrombin-Polymorphismus: Was Hyperkoagulabilitat anbelangt, so soll
sich der Prothrombinpolymorphismus analog zur Faktor V Leiden-Mutation
verhalten: auch hier finden sich deutlich Uber die Norm erhdéhte F1+2-
Spiegel, sowohl bei symptomatischen wie auch bei asymptomatischen
Mutationstragern (Gouin-Thibault | 2002).

= Antiphospholipid-Antikérpersyndrom: Auch dieser erworbene thrombo-
phile Defekt zeichnet sich durch signifikant Gber die Norm erhdhte F1+2-
Spiegel aus und stellt somit einen ,hypercoagulable state” dar (Ellis MH
2000; Ferro D 1994).

1.3.1.4 Faktor XI-Spiegel und F1+2

Uber den Zusammenhang zwischen hohen Faktor XI-Spiegeln und der
Thrombingenerierung liegen im Moment noch sehr spérliche und fast
ausschlieBlich experimentelle Daten vor. Es konnte vor einigen Jahren in einem
in-vitro Gerinnungsmodell mit humanem Plasma gezeigt werden, dass eine
Hemmung von Faktor XI durch einen spezifischen Anti-Faktor XI-AntikGrper zu
signifikant niedrigerer Thrombingenerierung (gemessen an niedrigen F1+2-
Werten) fihrt, als in Anwesenheit von nativem Faktor XI (von dem Borne PA
1995). Diese Ergebnisse unterstreichen die wichtige Rolle von Faktor XI im in-
vitro-Gerinnungsablauf und kdnnen als experimentelle Bestatigung einer Faktor
Xl-getriggerten Thrombinbildung in Sinne eines Feedback-Mechanismus

entsprechend dem revised model of coagulation angesehen werden.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Neueren Erkenntnissen zufolge stellen erhdhte Faktor XI-Spiegel einen
Risikofaktor fur die Ausbildung einer venésen Thromboembolie dar, Uber
welchen Mechanismus Faktor XI dabei thrombogen wirkt, ist allerdings noch
unklar. Nach den Vorstellungen des revised model of coagulation erfolgt die
Faktor XI-Aktivierung innerhalb eines Feedback-Mechanismus durch Thrombin
und tragt im Folgenden zu einer andauernden Thrombingenerierung bei. Eine
gesteigerte Thrombinigenerierung finden wir gehauft auch bei Tragern von
thrombophilen Defekten, wie z.B. der Faktor V Leiden-Mutation. Folgt man der
Annahme einer multikausalen Atiologie der Thrombose, kénnte eine eventuelle
Faktor Xl-abhangige Hyperkoagulabilitdt bei Patienten mit bereits gestértem
antikoagulatorischen APC-Weg (Faktor V Leiden-Mutation) einen zusatzlichen
Risikofaktor bei der Ausbildung einer Thrombose darstellen. Wir vermuteten
daher, dass hohe Faktor XlI-Spiegel bei diesen Patienten auch in-vivo flr
Hyperkoagulabilitat und Thrombogenitat verantwortlich sein kénnten.

Zunachst wollten wir klaren, welchen Einfluss ein erhdhter Faktor XlI-
Spiegel auf das Thromboserisiko bei Tragern der Faktor V Leiden-Mutation im
Vergleich zu nicht-thrombophilen Patienten hat. Uns interessierte weiterhin die
bisher in der Literatur noch nicht vollstandig geklarte Frage, Gber welchen
Mechanismus erhdhte Faktor XI-Spiegel in-vivo zum Tragen kommen. Spiegelt
sich das revised model of coagulation mit seiner Faktor Xl-getriggerten
Thrombingenerierung und einer dadurch ausgelésten TAFI-abhangigen
Fibrinolysehemmung auch in-vivo wider? Kann der neue Risikofaktor ,hoher
Faktor XI* hier Aufschluss bringen und wie ist dabei seine Interaktion mit der
Faktor V Leiden-Mutation, dem haufigsten hereditédren Gerinnungsdefekt?

Um diese Fragen zu beantworten, analysierten wir die Faktor XI-, F1+2-
und TAFla/ai-Werte bei Thrombosepatienten mit Faktor V Leiden-Mutation und
nicht-thrombophilen Thrombosepatienten, jeweils verglichen mit Blutspendern.
Anders als in der bereits ver6ffentlichten Literatur arbeiteten wir dabei mit hoch-
selektierten Patientenkollektiven, unter Ausschluss samtlicher mdoglicher

Einflussfaktoren.
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2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 Patienten und Kontrollen

2.1.1 Das Normalkollektiv

Als Kontrollkolletiv stand uns eine Gruppe von 420 Personen zur Verfligung, die
in der Zeit von Anfang Januar 2001 bis Mitte Marz 2001 in der Universitatsklinik
Wirzburg Blut spendeten. Bei allen Blutspendern wurde eine detaillierte
Eigenanamnese mit besonderem Augenmerk auf eine thromboembolische
Vorgeschichte, Herz-Kreislauf- und Stoffwechselerkrankungen sowie etwaiger
Medikation erhoben. Es wurden nur diejenigen Blutspender in die Studie
aufgenommen, bei denen anamnestisch eine thromboembolische
Vorgeschichte ausgeschlossen werden konnte und die nicht Trager der relativ
haufigen Faktor V Leiden-Mutation oder eines Prothrombin G20210A

Polymorphismus waren.

2.1.2 Das Thrombosekollektiv

In der Zeit zwischen Marz 1998 bis Februar 2002 stellten sich 717 Patienten zur
(Weiter-)Behandlung einer Thrombose in der Gerinnungsambulanz der
Medizinischen Universitatsklinik Wurzburg vor. Bei allen Patienten war die
Thrombose zum Zeitpunkt ihres Auftretens durch eine objektive Untersuchung
(Phlebographie, farbkodierte Duplexsonographie, Perfusions- / Ventilations-
Szintigraphie der Lunge, Pulmonalis-Angiographie) gesichert worden. Es wurde
zundchst vom Patienten eine eingehende Eigen- und Familienanamnese
erhoben und samtliche thromboembolische Ereignisse sowie deren mogliche
Ausléser und Risikofaktoren verzeichnet. Des weiteren wurde eine korperliche
Untersuchung u.a. zur Erfassung einer frischen Thrombose durchgefihrt. In die
Studie wurden nur Patienten aufgenommen, deren thromboembolisches
Ereignis mindestens zwei Monate zuricklag und bei denen eine maligne

Erkrankung ausgeschlossen werden konnte. Weitere Ausschlusskriterien waren
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Erkrankungen / Ereignisse von denen bekannt ist, dass sie zu Veranderungen
der Plasmaspiegel von Gerinnungsfaktor XI (Diabetes mellitus, koronare
Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt, Lebererkrankungen, Schwangerschaft, s.
Kap. 1.1.4.1) oder der Prothrombinfragmente F1+2 (Diabetes mellitus, maligne
Erkrankungen, koronare Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt, Leber- und
Nierenerkrankungen, entzindliche Erkrankungen, Antiphospholipid-Antikérper-
Syndrom, Protein C / S- oder Antithrombinmangel, Steroid- oder
Kumarinmedikation, Operationen < 2 Monate, Schwangerschaft, s. Kap.
1.3.1.2) fuhren kdnnen.

2.1.3 Probensammiung und Lagerung

Bei Erstvorstellung in der Gerinnungsambulanz wurde dem Patienten aus einer
dicken Antekubitalvene EDTA-Blut und Plasma entnommen. Dabei wurde eine
Stauzeit von einer Minute nicht Oberschritten, da hierdurch erhebliche
Verlangerungen der zu untersuchenden Gerinnungsmarker auftreten kénnen
Miller GJ 1995). Die Proben fiir die Gerinnungsanalysen wurden in Sarstaedt®
Citratmonovetten gesammelt. Das Blut wurde sogleich grindlich mit der
Citratldsung gemischt, um eine Gerinnungsaktivierung zu verhindern. Innerhalb
von 2 Stunden wurden die Proben bei 4000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert.
Dann wurden etwa 1 ml Plasma aus dem mittleren Drittel des Uberstandes
herauspipettiert, anschlieBend fur weitere 10 Minuten bei 4000 x g zentrifugiert
und der Uberstand abgehoben, um méglichst thrombozytenfreies Plasma zu
erhalten. Das so gewonnene Plasma wurde in Aliquots von 500 pl bis zur
weiteren Analyse bei —72°C tiefgefroren.

27



PATIENTEN UND METHODEN

2.2 Methoden

2.2.1 Enzymimmunologische Bestimmung von Faktor XI

2.2.1.1 Testprinzip

Gerinnungsfaktor XI wird mit einem Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-
Prinzip bestimmt. Antikdrper gegen das Faktor XlI-Antigen werden an den
Wanden der Vertiefungen einer Mikrotitrationsplatte fixiert. An diese bindet
wahrend einer ersten Inkubation das Faktor Xl-Antigen. Zur Detektion des
gebundenen Antigens werden (nach einem Waschvorgang) in einem zweiten
Reaktionsschritt Peroxidase-konjugierte Antikérper gegen Faktor XI verwendet.
Diese binden an die freien Determinanten des Immunkomplexes. Nach
Auswaschen Uberschissiger enzymkonjugierter Antikdrper erfolgt die
enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen, die durch
Zugabe von konzentrierter Salzsdure nach einer definierten Zeit abgebrochen
wird. Die der Konzentration des Faktor Xl proportionale Farbintensitat wird
photometrisch gemessen.

2.2.1.2 Gerate und Reagenzien

Verwendete Geréte / Materialien:

= Eppendorfpipette: 10 pl, 100 pl, 1000 pl

= Wasserbad (37°C)

= Waschautomat SLT 812 SM1 (Firma SLT Lab Instruments, Crailsheim,
Germany)

= Spektralphotometer SLT 400 ATX (Firma SLT Lab Instruments) fir
Mikrotitrationsplatten, Messwellenldnge: 492 nm

» Standard-Human-Plasma (Firma DadeBehring, Schwalbach, Germany)

Antikérper:
= Beschichtungs-Antikérper: muriner monoklonaler anti-human-FXI IgG (Firma

Affinity Biologicals Inc., Ancaster, Ontario, Canada)
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= Nachweis-Antikdrper: Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-human-FXI 1gG

(Firma Affinity Biologicals Inc.)

Bendtigte Reagenzien:

Zunachst wurden die Reagenzien (sofern noch nicht gebrauchsfertig) gemass

den Angaben des Herstellers vorbereitet:

1) Beschichtungspuffer: 1,59 g Natriumcarbonat und 2,93 g Natriumhydrogen-
carbonat ad 1 Liter destilliertes Wasser, pH 9,6

2) Waschlésung: 8,0 g Natriumchlorid, 2,9 g di-Natriumhydrogenphosphat, 0,2
g Kalium-di-hydogenphosphat, 0,2 g Kaliumchlorid und 1 ml Tween-20 ad 1
Liter destilliertes Wasser, pH 7,4

3) Blockpuffer: 8,0 g Natriumchlorid, 2,9 g di-Natriumhydrogenphosphat, 0,2 g
Kalium-di-hydogenphosphat und 0,2 g Kaliumchlorid ad 1 Liter destilliertes
Wasser, zu 100 ml dieser Lésung Zugabe von 2 g Rinderserumalbumin, pH
mit verdinnter Natronlauge oder Kaliumphosphat auf 7,4 eingestellt

4) Probenpuffer: 0,25 ml Tween-20, 5,95 g HEPES-Puffer, 1,46 g Natrium-
chlorid und 2,5 g Rinderserumalbumin ad 250 ml destilliertes Wasser, pH
mit verdinnter Natronlauge auf 7,2 eingestellt

5) Puffer / Substrat-POD: Wasserstoffperoxid in Citrat-Pufferlésung

6) Chromogen-POD: o-Phenylendiamin-dihydrochlorid in Tabletten & 5 mg

7) 1 N Salzsaure als Stopplésung

2.2.1.3 Praktische Durchflihrung

Alle Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefthrt. Auf einer
Mikrotitrationsplatte wurde stets Patienten- und Kontrollplasma gleichzeitig
analysiert. Das Standard-Human-Plasma (Firma DadeBehring) wurde in 1 ml
destilliertem Wasser gelést. Dann wurde eine Verdinnungsreihe des Standard-
Human-Plasma von 1:25 bis 1:3600 angelegt. Alle Verdinnungen wurden mit
Probenpuffer durchgefiihrt. Das bei -72°C gelagerte Patienten- und
Kontrollplasma wurde nach 10 minUtiger Erwarmung im Wasserbad (37°C) mit
Probenpuffer 1:100 verdinnt.
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50 ul Beschichtungs-Antikérper wurden mit 10 ml Beschichtungspuffer
1:200 verdinnt und davon 100 pl in jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte
pipettiert.

Die Mikrotitrationsplatte wurde mit selbsthaftender Folie abgedeckt und bei
4°C Uber Nacht oder bei 22°C flr 2 Stunden inkubiert.

Alle Vertiefungen wurden abgesaugt. Es folgte die Zugabe von 150 pl
Blockpuffer in jede Vertiefung und das Abdecken der Mikrotitrationsplatte.
Die Platte wurde fir mindestens 1 Stunde bei 22°C inkubiert.

AnschlieBend wurde der Blockpuffer abgesaugt und die Platte viermal mit
Waschlésung gewaschen. Die Platte wurde auf Zellstoff ausgeklopft, um
Reste der Waschldsung zu entfernen.

In jede Vertiefung der Platte wurden 100 pl der Standard-
Verdiannungsreihe, Kontrolle oder Patientenprobe pipettiert. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass man bei der ersten Vertiefung beginnt und den Rand
moglichst nicht benetzt. Es folgte das Abdecken der Platte.

Es folgte die Inkubation fir 1 Stunde bei 22°C. Kurz vor Ende der Inkubation
wurden 100 pl des Nachweisantikérpers 1:100 in 10 ml des Probenpuffers
geldst.

Alle Vertiefungen der Platte wurden abgesaut und viermal mit Waschlésung
gewaschen. Die Platte wurde auf Zellstoff ausgeklopft, um Reste der
Waschlésung zu entfernen.

100 pl der frisch angesetzten Nachweis-Antikdrper-Verdinnung wurden in
jede Vertiefung pipettiert, anschlieBend wurde die Mikrotitrationsplatte
abgedeckt.

10) Es folgte erneut eine Inkubation fir 1 Stunde bei 22°C. Kurz vor Ende der

Inkubation wurden 2 Tabletten des Chromogen-POD in 10 ml Puffer /
Substrat-Lésung gegeben und unter Schitteln zur Lésung gebracht.

11) In jede Vertiefung wurden 100 pl der frisch angesetzten Chromogen-Puffer /

Substrat-Lésung eingefUllt.

12) Nach exakt 10 mindtiger Inkubation wurde die Farbreaktion durch Zugabe

von 100 pl 1 N Salzséure abgestoppt.
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13) AnschlieBend wurden die Extinktionen gegen destilliertes Wasser als
Leerwert bei einer Wellenlange von 492 nm gemessen. Mit Hilfe der
Extinktionsmittelwerte des Standard-Human-Plasmas wurde flr jede

Messreihe eine Bezugskurve erstellt.

2.2.1.4 Variationskoeffizient des Faktor XI-ELISA

Der Inter-assay-Variationskoeffizient (VK) der Faktor Xl-Bestimmung ist in

Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Kollektiv N Mittelwert (%) SD VK
Pool N 11 83,72 4,68 5,6 %
Pool P 11 43,82 2,33 5,3 %

Tabelle 2.1. Variationskoeffizient des Faktor XI-ELISA.

Pool N= gepooltes Normalplasma, Pool P= gepooltes pathologisches Plasma, SD= Standard-

abweichung)

2.2.2 Enzymimmunologische Bestimmung von TAFla/ai

2.2.2.1 Testprinzip

Das TAFla/ai-Antigen wird enzymimmunologisch nach dem Sandwich-Prinzip
bestimmt. Das in der Plasmaprobe enthaltene TAFla/ai wird von spezifischen
Anti-TAFla/ai-Antikbrpern gebunden, welche sich an den Wanden der
Vertiefungen der vorbeschichteten Mikrotitrationsplatte befinden. Nach einem
ersten Waschschritt wird ein muriner monoklonaler anti-human-TAFI-Antikdrper
zugegeben, der an das immobilisierte TAFla/ai bindet. Es folgt ein zweiter
Waschvorgang. Zum Nachweis des gebundenen Antigens wird ein Peroxidase-
konjugierter anti-Maus-lgG-Antikérper zugegeben. Nach Auswaschen von
ungebundenem enzymkonjugierten Antikérper wird ein Chromogen zugesetzt,
das von der Peroxidase unter Farbentwicklung umgesetzt wird. Nach definierter

Zeit wird durch Zugabe von konzentrierter Schwefelsdure die Farbreaktion
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gestoppt. Die Absorption dieser Lésung ist direkt proportional zur Menge an

TAFla/ai in der Plasmaprobe.

2.2.2.2 Gerate und Reagenzien

Verwendete Geréte / Materialien:

Eppendorfpipetten: 50 ul, 100 pl, 200 pl

Wasserbad (37 °C)

Waschautomat SLT 812 SM1 (Firma SLT Lab Instruments)
Spektralphotometer SLT 400 ATX (Firma SLT Lab Instruments) fir
Mikrotitrationsplatten, Messwellenlange: 450 nm

Plattenschittelgerat

IMUBIND® TAFla/ai Antigen ELISA (Firma american diagnostica inc.,
Greenwich, Conneticut, USA)

Zusammensetzung:

Mikrotitrationsplatten: mit Nachweis-Agens fir humanes TAFla/ai vor-
beschichtet

Nachweisantikdrper: muriner monoklonaler anti-human-TAFI-Antikérper
Anti-Maus-lgG-HRP-Konjugat: anti-Maus-IgG, konjugiert mit Meerrettich-
Peroxidase (HRP = horseradish peroxidase)

TAFla/ai-Antigen Standard zur Erstellung der Bezugskurve
TAFla/ai-Kontrollplasma

Proben-Verdinnung

Standard-Verdinnung

Waschlésung (Konzentrat): Tween-haltige Phosphatpufferlésung
Chromogenes Substrat fir HRP: Tetramethylbenzidin (TMB) in Wasserstoff-
peroxid

0,5 N Schwefelsdure zum Abstoppen

2.2.2.3 Praktische Durchflihrung

Samtliche Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen durchgeflhrt. Stets

wurde auf einer Testplatte sowohl Patienten- als auch Kontrollplasma bestimmt.
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Sofern die mitgelieferten Reagenzien nicht direkt gebrauchsfertig waren,

wurden sie gemass den Angaben des Herstellers vorbereitet.

Der Waschpuffer (Pulverform) wurde in 3 Litern destilliertem Wasser
gelést. Die mitgelieferte Standard-Verdinnung wurde in 2 ml Proben-
Verdlnnung geldst. Von der so bereiteten Standard-Verdiinnung wurden 500 pl
zu dem TAFla/ai-Antigen-Standard gegeben und durch Schutteln vermischt,
wodurch die Konzentration des TAFla/ai-Antigen-Standard 500 ng/ml betrug.
Zum TAFla/ai-Kontrollplasma wurden 250 pl Proben-Verdiinnung gegeben, der
Nachweisantikdrper wurde in 5,5 ml Proben-Verdinnung gelést und der Inhalt
durch vorsichtiges Schutteln vollstdndig homogenisiert. 50 pl des mitgelieferten
Anti-Maus-lgG-HRP-Konjugats wurden in 6 ml Proben-Verdinnung in Lésung
gebracht.

Die bei —72°C gelagerten Patientenproben wurden 10 Minuten im Wasserbad

bei 37°C aufgetaut. Das Patientenplasma wurde, anders als vom Hersteller vor-

geschlagen, unverdinnt eingesetzt.

1) In die beiden ersten Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte (A1/A2) wurden je
200 pl TAFla/ai-Antigen-Standard gegeben. In die Vertiefungen B1/B2 bis
F1/F2 wurden je 100 ul Standard-Verdiinnung vorgelegt. Nun wurde eine
Verdinnungsreihe angelegt, indem 100 pl aus A1/A2 nach B1/B2 pipettiert
wurden und von dort wiederum 100 pl in C1/C2, usw. Die Konzentration des
TAFla/ai-Antigen-Standards fiel somit von 500 ng/ml in A1/A2 schrittweise
auf 15,6 ng/ml in F1/F2. 100 ul reine Standard-Verdinnung in den
Vertiefungen G1/G2 dienten als 0 ng/ml Leerwert. In jede weitere Vertiefung
wurden je 100 pl des unverdiunnten Patientenplasmas bzw. die mitgelieferte
Positiv-Kontrolle (ebenfalls unverdliinnt) pipettiert. Die Mikrotitrationsplatte
wurde im folgenden kurz geschuttelt, um ein vollstdndiges Durchmischen zu
erreichen.

2) Nach Abdeckung mit selbstklebender Folie wurde die Platte bei
Zimmertemperatur fir 2 Stunden auf einem Plattenschittelgerat (ca. 250

rpm) inkubiert.
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9)

Die Folie wurde abgezogen und die Testplatte viermal mit Wasch-Puffer
gewaschen. Evil. noch vorhandene Reste an Waschlésung wurden durch
vorsichtiges Ausklopfen der Platte Gber Zellstoff entfernt.

Nun wurden in jede Vertiefung 100 ul Nachweis-Antikérper gegeben.

Nach Abdeckung mit selbstklebender Folie wurde die Platte bei
Zimmertemperatur fir 1 Stunde auf einem Plattenschittelgerat (ca. 250
rpm) inkubiert.

Wie unter 3) beschrieben wurde die Platte erneut viermal gewaschen.

In jede Vertiefung wurden nun 100 pl Anti-Maus-lgG-HRP-Konjugat
gegeben.

Die Mikrotitrationsplatte wurde erneut bei Zimmertemperatur fiir 1 Stunde
auf einem Plattenschuttelgeréat (ca. 250 rpm) inkubiert.

Wie unter 3) beschrieben wurde die Platte erneut viermal gewaschen.

10) Nun wurden in jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte 100 pl chromogenes

Substrat pipettiert.

11) Nach exakt 8 minltiger Inkubation bei Zimmertemperatur wurde die

Farbreaktion durch Zugabe von 50 ul einer 0,5 M Schwefelsaure abge-
stoppt.

12) Nach weiteren 10 Minuten wurde die Extinktion gegen die reine Standard-

Verdinnung als Leerwert bei einer Wellenlange von 450 nm gmessen. Mit
Hilfe der Extinkionswerte der TAFla/ai-Antigen-Standards wurde flr jede

Messreihe eine eigene Bezugskurve erstellt.
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2.2.2.4 Variationskoeffizient des TAFla/ai-ELISA

Der Inter-assay-Variationskoeffizient (VK) der TAFla/ai-Bestimmung ist in

Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Kollektiv N Mittelwert (%) SD VK

Pos-Kontr. 4 205,11 15,52 7,57
Pool N 4 57,14 6,09 10,66
Pool P 4 65,18 9,07 13,91

Tabelle 2.2. Variationskoeffizient des TAFla/ai-ELISA.

(Pos-Kontr.= vom Hersteller mitgelieferte Positivkontrolle, Pool N= gepooltes Normalplasma,

Pool P= gepooltes pathologisches Plasma, SD= Standardabweichung)

2.2.3 Enzymimmunologische Bestimmung der Prothrombin-
fragmente F1+2

2.2.3.1 Testprinzip

Prothrombinfragmente F1+2 werden mit dem Enzymimmunoassay Enzygnost®

F1+2 micro nach der Sandwich-Methode bestimmt. In einem ersten
Inkubationsschritt bindet das in der Probe enthaltene F1+2-Antigen an
Antikorper gegen F1+2, welche auf einer Mikrotitrationsplatte fixiert sind. Nach
einem Waschvorgang werden in einem zweiten Reaktionsschritt Peroxidase-
konjugierte  Antikbrper gegen humanes Prothrombin an die freien
Determinanten des Immunkomplexes gebunden. Nicht-gebundene Enzym-
konjugierte Antikérper werden ausgewaschen. Es folgt eine enzymatische
Umsetzung von Wasserstoff und Chromogen, die nach einer definierten Zeit
durch die Zugabe von verdunnter Schwefelsdure abgebrochen wird. Die nun

messbare Farbintensitat ist der Konzentration von F1+2 proportional.
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2.2.3.2 Gerate und Reagenzien

Verwendete Geréate / Materialien:

= Eppendorfpipetten: 50 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 pl

= Wasserbad (37°C)

» Waschautomat SLT 812 SM1 (Firma SLT Lab Instruments)

= Spektralphotometer SLT 400 ATX (Firma SLT Lab Instruments) fir
Mikrotitrationsplatten, Messwellenlange: 492 nm

= Enzygnost® F1+2 micro (Firma DadeBehring)

Zusammensetzung:

= Enzygnost® F+2 micro: Mikrotitrationsplatten, mit Kaninchen-Antikérper
gegen humanes F1+2 beschichtet.

» Anti-Prothrombin-POD-Konjugat: anti-human-Prothrombin-Antikdrper,
Peroxidase-konjugiert, vom Kaninchen

= Konjugat-Puffer (coag.): Tween-haltige Tris-Pufferlésung, Rinderserum-
albumin

= F1+2-Standards S1 bis S4 (human) zur Erstellung der Bezugskurve

=  F1+2-Kontrollplasma (human)

= Proben-Puffer (F1+2): Tween-haltige Tris-Pufferlésung, Kochsalz,
Natriumazid zur Konservierung

=  Waschlésung-POD (Konzentrat): Tween-haltige Phosphatpufferlésung

= Puffer / Substrat-POD: Wasserstoffperoxid in Citratpuffer

= Chromogenes Substrat fir POD: o-Phenyldiamin-dihydrochlorid

= 0,5 N Schwefelsdure zum Abstoppen

2.2.3.3 Praktische Durchflihrung

Samtliche Bestimmungen wurden als Doppellbestimmungen durchgefinhrt.
Zunachst wurden die Reagenzien geméass den Angaben des Herstellers
vorbereitet.

Die Waschlésung-POD (Konzentrat) wurde mit destilliertem Wasser 1:20
verdinnt. 200 pl Anti-Prothrombin-POD-Konjugat wurden zu 11 ml
Konjugatpuffer gegeben und unter leichtem Schuitteln vermischt. Der F1+2
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Standard S1 bis S4 wurde in je 1 ml destilliertem Wasser geldst, so dass die

Standards eine Konzentration von 0,04 bis 10 nmol/l F1+2 enthielten, das

Kontrollplasma 1,0+ 0,2 nmol/l. S&mtliche Losungen wurden auf +20°C bis

+25°C erwarmt, das bei —72°C gelagerte Patientenplasma wurde 10 Minuten

lang im Wasserbad (37 °C) aufgetaut.

1)

9)

50 pl Probenpuffer wurden in jede Vertiefung vorgelegt. Dann wurden in
jede Vertiefung weitere 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe pipettiert. Die
Testplatte wurde kurz geschuttelt, um ein vollstdndiges Durchmischen zu
erreichen.

Es folgte das Abdecken der Testplatte mit selbstklebender Folie und ein
erster Inkubationsschritt im Wasserbad bei 37°C fir 30 Minuten.

Nach Entfernen der Abdeckung wurden alle Vertiefungen abgesaugt. Nun
folgte ein zweimaliger Waschvorgang, wobei alle Vertiefungen zunachst mit
0,3 ml verdinnter Waschlbésung beschickt und nochmals abgesaugt
wurden. Zum Entfernen etwaiger Reste von Waschlésung wurde die
Testplatte auf Zellstoff ausgeklopft.

100 pl Konjugat-Losung wurden in jede Vertiefung (beginnend bei der
ersten Vertiefung) pipettiert. Der Rand der Vertiefungen sollte dabei nicht
benetzt werden.

Die Testplatte wurde abgedeckt und Uber 15 Minuten inkubiert. Kurz vor
Ende der Inkubationszeit wurden 10 ml Puffer / Substrat-Lésung in eine
Chromogen-Abfillung gegeben und unter Schutteln geldst.

Nach Entfernen der Abdeckung wurden alle Vertiefungen, die Testplatte
dreimal gewaschen und ausgeklopft (s.0.).

In jede Vertiefung wurden 100 pl der frisch angesetzten Chromogen-Puffer /
Substrat-Lésung eingefUllt.

Die Testplatte wurde abgedeckt und lichtgeschitzt bei +20°C bis +25°C
dber 15 Minuten inkubiert.

Nach Entfernen der Abdeckung erfolgte das Abstoppen der Farbreaktion
durch Zugabe von 100 pl einer 0,5 N Schwefelsaure.

10) Die Extinktionen wurden innerhalb einer Stunde gegen destilliertes Wasser

als Leerwert bei einer Wellenlange von 492 nm gemessen. Mit Hilfe der
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Extinktionsmittelwerte der F1+2-Standard-Plasmen wurde fir jede

Messreihe eine eigene Bezugskurve erstellt.

2.2.3.4 Variationskoeffizient des F1+2-ELISA

FOr den Inter-assay-Variationskoeffizient (VK) der F1+2-Bestimmung siehe
Tabelle 2.3.

Kollektiv N Mittelwert (nmol/l) SD VK Zeitraum
Kit-Ko 12 1,03 0,09 8,7%
-12
Pool 12 5,29 0,48 9,1% 03/98-12/99
Kit-Ko 8 1,05 0,11 10,5%
01/00-10/00
Pool 8 3,13 0,32 10,2%
Kit-Ko 10 0,93 0,07 7,5% / /
11/01-02/02
Pool 10 2,66 0,20 7,5%

Tabelle 2.3. Variationskoeffizienten des F1+2-ELISA.

(Kit-Ko= mitgelieferte Kit-Kontrolle, Pool= gepooltes Plasma des Labors)

2.2.4 Chromogene Bestimmung von Gerinnungsfaktor VIii

2.2.4.1 Testprinzip

Durch Thrombin wird Faktor VIII in der Plasmaprobe aktiviert. Dieser
beschleunigt dann die Umwandlung von Faktor X zu Faktor Xa in Gegenwart
von aktiviertem Faktor 1X, Phospholipiden und Calciumionen. Die Faktor Xa-
Aktivitdt wird durch Hydrolyse eines Faktor Xa-spezifischen p-Nitroanilid-
Substrates gemessen. Die Ausgangsmenge des freigesetzten p-Nitroanilid,
gemessen bei 405 nm, ist proportional zur Faktor Xa-Aktivitdt und damit auch
zur Faktor VIII-Aktivitat der Probe.
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2.2.4.2 Gerate und Reagenzien

Die Bestimmungen wurden am Behring Coagulation System (BCS)
durchgefiihrt, wobei das Gerat alle Verdinnungs-, Pipettier- und Messschritte

automatisch ausfihrte.

Reagenzien: Firma DadeBehring (Art.-Nr. B 4238-40)

2.2.4.3 Referenzbereich
50 bis 175% der Norm

2.2.5 Nachweis der Faktor V Leiden-Mutation

2.2.5.1 Testprinzip

Der Nachweis des FV:Q506-Allels, einer G—A-Substitution an Position 1.691
im Exon 10 des Faktor V Gens, wird mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion
(PCR) durchgefuhrt. Hierzu werden dem Faktor-V-Gen benachbarte Sequenzen
zunadchst durch die PCR amplifiziert. Daran schlieBt sich eine Inkubation der
amplifizierten DNS mit dem Restriktionsenzym Mn/l an. Dabei macht man sich
zunutze, dass durch das Vorhandensein der Mutation die Ziel- / Angriffs-
sequenzen von Mnll an der DNS zerstért werden und so im Vergleich zu
normalen Faktor-V-Allelen DNS-Fragmente anderer GrdBe resultieren
(Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus), die elektrophoretisch

nachweisbar sind.

2.2.5.2 Gerate und Reagenzien

Verwendete Gerate / Materialien:

» |onenaustauschséaule (Firma Qiagen Operon, Hilden, Germany)

= Thermocycler Primus 25 (Firma MWG-Biotech, Ebersberg, Germany)
» UV-Licht-Box (Firma Biometra, Géttingen, Germany)

= Photoapparat (Polaroid)

» MiniGel Kammer (Firma Pharmacia, Freiburg, Germany)
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Reagenzien:
=  Tris-Puffer 20 mM, pH 8,0

= Primer (Firma Qiagen Operon)

= Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul (Firma Sigma, Deisenhofen, Germany)

= Restriktionsenzym Mnill (100 U/l) (Firma Biolabs, Beverly, Massachusetts,
Germany)

= Agarose-Gel-System 1X TBE, 2% LMP (Firma Sigma, Deisenhofen,
Germany)

= Ethidiumbromid 25 mM

2.2.5.3 Testdurchfiithrung

DNS wurde nach der QIA Amp Technik aus EDTA-Blut (periphere Leukozyten)
herausgel6st. Nach proteolytischer Aufarbeitung des Vollblutes wurden 200 pl
auf lonenaustauschsaulen aufgebracht. Im Anschluss an einen Waschschritt
eluierte man die DNS in 100 pl Tris-Puffer (20 mM Tris, pH 8,0). Die
Polymerasekettenreaktion der 267 Basenpaare, die die G—A Substitution
enthalten kénnen, wurde, wie von Bertina et. al. beschrieben, im Thermocycler
Primus 25 unter Verwendung der von ihm beschriebenen TAQ-Polymerase
durchgefthrt (Bertina RM 1994). Die ,annealing temperature® wurde in zehn
Zyklen Uber 20 Minuten von 65°C auf 56°C abgesenkt; es folgten 30 Zyklen,
wie von Schwender vorgeschlagen. Jeder dieser Zyklen lief wie folgt ab:
Zunachst wurde 20 Minuten bei einer ,annealing temperature” von 55°C der
Primer an die DNS gekoppelt, danach erfolgte jeweils bei 72°C Uber 30 Minuten
die Polymerasereaktion, sowie die sich anschlieBende Denaturierung bei 95°C
fur 20 Minuten. Unter geeigneten Pufferbedingungen wurden in einem
Gesamtvolumen von 20 pl Aliquots der PCR-Produkte mit 2 Units
Restriktionsenzym Mnll (100 U/ml, Erkennungssitz CCTC(N) 7/6) fur 10
Stunden bei 37°C inkubiert. Danach fillte man die DNS-Fagmente in die
Taschen eines 2%igen LMP Agarose-Gels der entsprechenden Mini-Gel-
Kammer und spaltete die Restriktionsfragmente elektrophoretisch auf. Nach
zehnminUtiger Farbung mit Ethidiumbromid wurde das Ergebnis durch UV-Licht
visualisiert und photographisch festgehalten.
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2.2.6 Nachweis des Prothrombin G20210A Polymorphismus

2.2.6.1 Testprinzip

Der Nachweis einer G—A Mutation an Position 20210 in der ,3 untranslated
region“ des Prothrombingens wird mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion
durchgefuhrt. Bei Vorhandensein dieser Mutation entsteht im Prothrombingen
eine zusétzliche Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Hindlll. Als Folge
davon wird bei elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel eine DNA-Bande

sichtbar, die um 23 Basenpaare kirzer ist als die des Wildtyps.

2.2.6.2 Gerate und Reagenzien

Diese entsprechen den unter 2.2.5.2 genannten Geraten und Reagenzien, es
wurden lediglich ein anderer Primer (Firma MWG-Biotech) und statt Mnll das

Restriktionsenzym Hindlll (Firma Biolabs) verwendet.

2.2.6.3 Testdurchfiihrung

Diese entspicht dem unter 2.2.5.3 genannten Ablauf, allerdings mit anderem

Primer und anderem Restriktionsenzym (siehe Abschnitt 2.2.6.1).

2.2.7 Bestimmung der antikoagulatorischen Aktivitat von
Protein C

2.2.7.1 Testprinzip

Das in der Patientenprobe enthaltene Protein C wird durch Zugabe eines
Protein-C-Aktivator-Reagenzes (aus dem Gift der Kupferkopfschlange)
aktiviert. Das solchermaBen aktivierte Protein C der Probe hemmt die Faktoren
V und VIII des zugesetzten Protein-C-Mangelplasmas, wodurch der
nachgeschaltete PTT-Test verlangert wird. Die Verlangerung der aPTT ist
proportional zum Protein C-Gehalt der Probe. Dieser Gehalt kann in Prozent
der Norm an einer Bezugskurve (erstellt durch Reihenverdinnung eines

Standardplasmas) abgelesen werden.
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2.2.7.2 Gerate und Reagenzien

Die Bestimmungen wurden am Behring Coagulation System (BCS)
durchgefiihrt, wobei das Gerat alle Verdinnungs-, Pipettier- und Messschritte

automatisch ausfihrte.

Reagenzien: Dade® Protein C-Gerinnungstest (Firma DadeBehring)

2.2.7.3 Referenzbereich
70 bis 140% der Norm

2.2.8 Enzymimmunologische Bestimmung von Protein C

2.2.8.1 Testprinzip

Es handelt sich um einen enzymimmunologischen in-vitro-Test zur Bestimmung
des Gesamt-Protein C, der nach dem Sandwich-Prinzip arbeitet. In den
Vertiefungen der Mikrotitrationstreifen ist ein spezifischer Antikérper gegen
Protein C fixiert. Dieser bindet in einem ersten Inkubationsschritt das gesamte
in der Patientenprobe enthaltene Protein C. In einer zweiten Reaktion lagern
sich Peroxidase-konjugierte Antikbrper an das gebunden Protein C an (Bildung
von Sandwich-Komplexen). Nachdem durch einen Waschschritt ungebundenes
Peroxidase-Konjugat entfernt wurde, wird ein Chromogen (Wasserstoffperoxid
und o-Phenylendiamin) zugegeben. Dieses wird durch die Peroxidase-Aktivitat
in einer Farbreaktion umgesetzt. Die nun photometrisch messbare

Farbintensitét ist dem Protein C-Gehalt der Probe direkt proportional.

2.2.8.2 Gerate und Reagenzien

Samtliche Bestimmungen sind als Doppelbestimmungen durchgefliihrt worden.
Alle Pipettierschritte wurden von Hand ausgefihrt. Das Waschen der
Mirkotitrationsplatte erfolgte am Waschautomat SLT 812 SW1 der Firma SLT-
Instruments, die Extinktionsmessung wurde bei 492 nm am SLT 400 ATX

derselben Firma durchgefihrt.
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Reagenzien: Firma Diagnostica Stago / Roche, Parsippany, New Jersey, USA
(Art.-Nr. 1875361)

2.2.8.3 Referenzbereich

70 bis 140% der Norm

2.2.9 Bestimmung der antikoagulatorischen Aktivitat von
Protein S
2.2.9.1 Testprinzip

Die Plasmaprobe wird mit Protein S-Mangelplasma und aktiviertem Protein C
(aPC) sowie mit Faktor Va, dem physiologischen Substrat von aPC, versetzt.
Durch Zugabe von Calciumchlorid wird die Gerinnung gestartet. Der Verbrauch
von Faktor Va und damit auch die Verlangerung der Gerinnungszeit korreliert
mit der Menge des funktionellen Protein S. Die Aktivitat wird direkt im real-time-

Verfahren angezeigt.

2.2.9.2 Gerate und Reagenzien

Die Bestimmungen wurden am Behring Coagulation System (BCS)
durchgefihrt, wobei das Gerat alle Verdinnungs-, Pipettier- und Messschritte

automatisch ausfihrte.

Reagenzien: Firma Diagnostica Stago / Roche (Art.Nr.1447076)

2.2.9.3 Referenzbereich
50 bis 120% der Norm
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2.2.10 Enzymimmunologische Bestimmung des gesamten
Protein S

2.2.10.1 Testprinzip

Es handelt sich um einen enzymimmunologischen in-vitro-Test zur quantitativen
Bestimmung von Gesamt-Protein S und freiem Protein S. Ein auf der Festphase
fixierter spezifischer Antikdrper gegen Protein S bindet das Geamt-Protein S. Im
folgenden Reaktionsschritt werden nach Zugabe von Peroxidase-konjugierten
Antikérpern gegen das gebundene Protein S Sandwichkomplexe gebildet. Nach
Auswaschen des ungebundenen Peroxidase-Konjugats und Zusatz von
Chromogen und Wasserstoffperoxid kann die gebundene Peroxidase-Aktivitat
photometrisch erfasst werden. Die Farbintensitat ist dem Gesamt-Protein S-
Gehalt der Probe direkt proportional.

2.2.10.2 Gerate und Reagenzien

Samtliche Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Alle
Pipettierschritte  wurden von Hand ausgefihrt. Das Waschen der
Mikrotitrationsstreifen erfolgte am Waschautomat SLT 812 SW1 der Firma SLT-
Instruments, die Extinktionsmessung wurde bei 492 nm am SLT 400 ATX

derselben Firma durchgefuhrt.

Reagenzien: Firma Diagnostica Stago / Roche (Art.Nr. 1360264)

2.2.10.3 Referenzbereich

70 bis 140% der Norm

2.2.11 Bestimmung des freien Protein S

2.2.11.1 Testprinzip

Es handelt sich um einen Latex-Immunoassay, der das in der Patientenprobe
enthaltene freie Protein S Uber die Messung der Trilbungszunahme, die durch

die Agglutination zweier Latexreagenzien entsteht, quantitativ nachweist.
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Zunachst wird in Gegenwart von Calciumionen das freie Protein S im
Patientenplasma vom spezifischen Liganden C4bp an Latexpartikel gebunden.
Nach Zugabe von ebenfalls an Latexpartikel gebundenen monoklonalen anti-
Protein S-Antikérpern kommt es zur Bildung von Immunkomplexen. Der
Agglutinationsgrad ist direkt proportional zur Konzentration des freien Protein S
in der Probe. Die Auswertung der Trlbungszunahme an einer erstellten

Kalibrationskurve erfolgt am Analyser automatisch.

2.2.11.2 Gerate und Reagenzien

Die Bestimmungen wurden am Behring Coagulation System (BCS)

durchgefiihrt, wobei das Gerat alle Schritte automatisch ausfiihrte.

Reagenzien: Firma Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim, Germany
(Art. Nr.20002700)

2.2.11.3 Referenzbereich
Q@ >55%, & >70% der Norm

2.2.12 Chromogene Bestimmung von Antithrombin

2.2.12.1 Testprinzip

Das Antithrombin Il der Probe wird durch Heparinzugabe in einen Heparin-AT-
Komplex Oberfihrt und inaktiviert eine &quivalente Menge vorgelegten
Thrombins. Die Aktivitdt des verbleibenden Thrombins wird unter Anwendung
eines chromogenen Substrats bestimmt, dessen Extinktion (gemessen bei

405 nm) umgekehrt proportional zur Antithrombin-Aktivitat der Plasmaprobe ist.

2.2.12.2 Gerate und Reagenzien

Die Bestimmungen wurden am Behring Coagulation System (BCS)

durchgefiihrt, wobei das Gerat alle Schritte automatisch ausfiihrte.

Reagenzien: Firma DadeBehring (Art. Nr. OWWR 15)
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2.2.12.3 Referenzbereich

70 —120% der Norm

2.2.13 Bestimmung der Antiphospholipidantikorper

2.2.13.1Testprinzip Kaolin Clotting Time (KCT)

Es handelt sich um einen Screeningtest auf Lupusantikoagulantien.
Plattchenarmes Patientenplasma wird mit Kaolin inkubiert und die
Gerinnungsreaktion durch Zugabe von Calciumchlorid in Gang gesetzt. Die Zeit

bis zur Bildung eines Plattchenthrombus wird gemessen.

2.2.13.2 Gerate und Reagenzien

Messgeréat:
Kugelkoagulometer KC10 (Firma Amelung, Lemgo, Germany)

Reagenzien und Lésungen:

= Kaolin 20 mg/ml
= 0,025 M Calciumchlorid
= Patientenplasma

= Normalplasma

Die Gerinnungsreaktion wurde flr Patientenplasma (PP), Normalplasma (NP)
und eine 1:1-Mischung aus beiden Plasmen durchgefihrt. Nach unten
stehender Formel wurde dann der ICA-(induzierte circulierende
Antikoagulantien)-Index bestimmt und gegen Normwerte (Standard) verglichen.

ICA = (KCT aus PP - KCT aus NP) x 100/ KCT (PP und NP 1:1)

2.2.13.3 Referenzbereich

ICA-Index <17
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2.2.13.4 Testprinzip DVVtest® und DVVconfirm®

In Gegenwart von Phospholipiden und Calciumionen fiuhrt das Gift der
Russel’s-Viper (Kettenviper) im Plasma zur direkten Aktivierung von Faktor X
zu Faktor Xa, zum Umsatz von Fibrin und schlieBlich zur Gerinnselbildung.
Dieser direkte Aktivierungsweg ist unabhangig von Faktoren des endogenen
und exogenen Wegs der Blutgerinnung. Liegen in der Plasmaprobe
Antiphospholipidantikérper vor, so binden diese im DVVtest® an die
Phospholipide und inhibieren dadurch den Gerinnungsvorgang, was sich in
einer Verlangerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit niederschlagt
(diluted Russel-Viper-Venom-Time). Im Bestatigungstest DVVconfirm® werden
Antikérper gegen Phospholipide durch hohe Phospholipidkonzentrationen
neutralisiert und haben dann keinen Einfluss auf den Gerinnungsablauf. Zur
Auswertung werden beide Tests zueinander in Beziehung gesetzt, indem man
den Quotienten aus der Gerinnungszeit im DVVtest® und im DVVconfirm®
bildet. Eine Verkiirzung der Gerinnungszeit im DVVconfirm®, bedingt durch
Neutralisation der Antiphospholipidantikdrper, lasst sich an einer Erhéhung des
Quotienten ablesen.

2.2.13.5 Gerate und Reagenzien

Messqgerat:
Kugelkoagulometer KC10 (Firma Amelung)

Reagenzien und Lésungen:

= DVVconfirm® (Firma American Diagnostics, Boise, Idaho, USA)

= DVVtest®-Reagenz (Firma American Diagnostics)

= DVViroll® Lupus-Antikoagulanz-negative  (Art.Nr.816N) und -positive
(Art.Nr.816A) Kontrollplasmen (Firma LOXO, Dossenheim, Germany)

2.2.13.6 Referenzbereich

Ratio 0 bis 1,38
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2.2.14 Bestimmung der Antikardiolipin-IgM- und -1gG-
Antikorper

2.2.14.1 Testprinzip

Bei diesem Test handelt es sich um einen kompetitiven Enzymimmunoassay
zum Nachweis von Anti-Cardiolipin-IlgG oder —IgM. Eine Festphase ist mit
Cardiolipin-Antigen  beschichtet. Im ersten Schritt binden die im
Patientenplasma vorhandenen spezifischen Cardiolipin-Antikdérper an dieses
Antigen. Im folgenden Schritt reagiert dieser Antigen-Antikdrper-Komplex mit
einem zweiten enzymmarkierten anti-human IgG- oder IgM-Antikérper
(Konjugat). Die enzymmarkierten  Konjugat-Antikérper-Antigen-Komplexe
setzen ein zugeflgtes Substrat im Rahmen einer Farbreaktion um. Die
Farbentwicklung des Chromogens ist abhangig von der im Komplex
gebundenen Konjugatmenge und damit proportional zu der gesuchten
Antikérperkonzentration.

2.2.14.2 Gerate und Reagenzien

Samtliche Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Alle
Pipettierschritte  wurden von Hand ausgefihrt. Das Waschen der
Mirkotitrationsstreifen erfolgte am Waschautomat SLT 812 SW1 der Firma SLT-
Instruments, die Extinktionsmessung wurde bei 492 nm am SLT 400 ATX

derselben Firma durchgefuhrt.

Reagenzien:
Firma Pharmacia Diagnostics, Columbus, Ohio, USA (Art.-Nr. ACLG 15596 /

ACLM 15696)

2.2.14.3 Referenzbereich

negativ: <10 MPL-U/ml
grenzwertig: 10 - 15 MPL-U/ml
positiv : >15 MPL-U/ml
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2.2.15 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der Ergebnisse
wurde SPSS 11.0 fir Windows verwendet. Bei den Haufigkeiten berechneten
wir Median, Mittelwert, Minimum und Maximum, sowie die 25., 75., 90. und 95.
Perzentile. Zur Uberpriifung der Hypothese, ob sich zwei Kollektive
voneinander unterscheiden, wurde der nicht-parametrische Mann-Withney-U-
Test herangezogen. Als Signifikanzniveau legten wir ein p-Wert <0,05 fest. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt mittels Box- and Wiskers-Plots.
Die Box zeigt dabei die 25., 50. und 75. Perzentile an. Die vertikalen Linien
(Wiskers) zeigen die Distanz vom Ende der Box (25. bzw. 75. Perzentile) bis
zum hdéchsten oder niedrigsten Wert an, der weniger als 1,5 Boxlangen von der
Box selbst entfernt ist. Extremwerte, d.h. Félle mit Werten, die mehr als 3
Balkenldngen von der oberen bzw. unteren Kante des Balkens entfernt sind,
wurden ebensowenig in diese Diagramme mit einbezogen, wie sog. Ausreil3er
(Werte, die zwischen 1,5 und 3 Balkenlangen von Balken entfernt lagen). Zur
Verifizierung, ob fir ein bestimmtes Kollektiv ein erhdhtes Erkrankungsrisiko
besteht, berechneten wir die Odds ratio (95% Konfidenzintervall, in Klammern
dargestellt) entsprechend einem cut-off bei der 90. Perzentile des zu
untersuchenden Wertes (z.B. Faktor XI-Spiegel) innerhalb des Blutspender-
Kollektivs. Die Odds ratio, auch Quoten-Quotient genannt, ist ein dem relativen
Risiko &hnliches MaB. Sie findet Anwendung zur Risikoabschatzung bei
retrospektiven Studien, bei denen sich das relative Risiko nicht berechnen Iasst.
Sowohl die Odds ratio als auch das relative Risiko geben an, um wievielmal
groBer das Erkrankungsrisiko far die Exponierten im Verhéltnis zu den Nicht-
Exponierten ist. Eine Odds ratio bzw. ein relatives Risiko von gréBer als 1
bedeutet, dass die Exposition einen zusatzlichen Risikofaktor darstellt. Eine
Odds ratio von 1 bedeutet kein erhdhtes Risiko bei Exposition, wohingegen bei
einer Odds ratio kleiner als 1 von einem protektiven Faktor fir den Exponierten
auszugehen ist. Vereinfachend dargestellt 1&sst sich die Odds ratio wie folgt
berechnen:
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Exponierte Erkrankte

Exponierte Nichterkrankte

Odds ratio =
Nicht-exponierte Erkrankte

Nicht-exponierte Nichterkrankte

Flr unsere Korrelationsanalysen nutzten wir den Spearman’s rho-Test, der
speziell zur Analyse nicht-normalverteilter Variablen geeignet ist.

Die Altersmatchung unserer Kontrollkollektive fhrten wir durch, indem wir
fir jeden Patienten einen moglichst altersgleichen passenden Blutspender
rekrutierten. Stand kein genau gleichaltriger passender Blutspender zur
Verflgung, wurde der Blutspender ausgewahlt, dessen Alter am dichtesten an
dem des Patienten lag, wobei bis auf zwei Félle ein Altersunterschied von 4
Jahren nicht Uberschritten wurde. In diesen beiden Fallen betrug die
Altersdifferenz 8 bzw. 10 Jahre.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klinischer Hintergrund der untersuchten Kollektive

3.1.1 Das Normalkollektiv

Das gesamte Normalkollektiv umfasst 420 Blutspender, die in der Zeit von
Anfang Januar 2001 bis Mitte Marz 2001 bei der Universitatsklinik Wirzburg
Blut spendeten. Eine detaillierte Eigenanamnese ergab bei keinem dieser
Blutspender einen Hinweis auf ein vorangegangenes thromboembolisches
Ereignis. Unter den 420 Blutspendern fanden sich 28 Trager einer
heterozygoten Faktor V Leiden-Mutation (medianes Alter 26 Jahre) und 14
Trager eines Prothrombinpolymorphismus. Dies entspricht einer Pravalenz von
6,5% fur die Faktor V Leiden Mutation bzw. 3,3% fir den Prothrombin-
polymorphismus im Normalkollektiv. Die Gbrigen 378 Blutspender (202 Manner
und 176 Frauen) zeigten keine der beiden o0.g. Gerinnungsstérungen. Lediglich
aus diesem Kollektiv, in dem die Faktor V Leiden-Mutation und / oder ein
Prothrombinpolymorphismus ausgeschlossen werden konnten, wurden die
alters- und geschlechts-gematchten Kontrollen rekrutiert. Das mediane Alter
dieser Blutspender lag bei 27 Jahren (Spannweite 18 bis 63 Jahre).

3.1.2 Das Thrombosekollektiv

Im Zeitraum zwischen Marz 1998 und Februar 2002 wurden in der
Gerinnungsambulanz der Universitatsklinik Wirzburg 717 Patienten behandelt.
Die klinischen Daten dieser Patienten wurden retrospektiv erhoben. Alle
Patienten hatten anamnestisch ein oder mehrere thromboembolische
Ereignisse vorzuweisen. Bei 27 Thrombosepatienten waren die bendtigten
klinischen Angaben unvollstandig, so dass diese Falle nicht ausgewertet
werden konnten. Die verbleibenden 690 Thrombosepatienten bildeten das
Grund-Thrombosekollektiv aus dem die Studienteilnehmer ausgewahlt wurden.
Auf diese 690 Patienten verteilten sich 907 thromboembolische Ereignisse. Das
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mediane Alter der Patienten bei Erstvorstellung lag bei 41 Jahren (Spannweite
17 bis 79 Jahre), 441 Patienten (64%) waren weiblichen und 249 Patienten
(36%) mannlichen Geschlechts. Das mediane Alter beim Auftreten des ersten
Ereignisses lag bei 36 Jahren. 181 Patienten (26%) hatten rezidivierende
Thromboembolien zu verzeichnen. Das mediane Alter beim Auftreten eines
zweiten Ereignisses lag bei diesen Patienten bei 45 Jahren.

Die Patienten des Thrombosekollektives wurden zur Auswertung der
Ergebnisse unterteilt in Patienten mit ausschlieBlich Faktor V Leiden-Mutation
und solche ohne jegliche thrombophile Diathese. Aus der Gruppe der Patienten
ohne thrombophile Diathese wurden jene Patienten ausgeschlossen, die einen
der folgenden Defekte aufwiesen: Faktor V Leiden-Mutation, Prothrombin-
polymorphismus, Inhibitorenmangel (Antithrombin-, Protein C-, Protein S-
Mangel (definiert als pathologischer Ausfall des jeweiligen Tests, s. Kap. 2.2.7 —
2.2.12)), Antiphospholipid-Syndrom, erhéhter Faktor VIII-Spiegel. Als erhdhter
Faktor VIII-Spiegel im Sinne einer thrombophilen Diathese galt dabei ein Faktor
VIl >200 1U/dI, der nicht durch einen der folgenden Einflussfaktoren erklarlich
war: thrombotisches Ereignis <2 Monate, CRP >0,5 mg/dl, bekannte Leber- /
Nierenerkrankung, Hypertonus, maligne Erkrankungen, Operation <2 Monate,
Steroidmedikation, bestehende Schwangerschaft oder Entbindung <2 Monate.
Innerhalb des gesamten Thrombosekollekivs ergab sich somit folgende

Verteilung von Gerinnungsdefekten bzw. Syndromen (Tabelle 3.1).

Gerinnungsdefekte / Syndrome N(Patienten)= Prozent
Faktor V Leiden 220/ 690 32
Prothrombin-Polymorphismus 55/690

Inhibitoren-Mangel 43 /690

Faktor VIl >200 IU/dI 124 /690 18
Antiphospholipid-Syndrom 18 /690

keine Thrombophilie 311 /690 45
davon Mehrfachdefekte 82 /690 12

Tabelle 3.1. Gerinnungsdefekte / Syndrome im Thrombosekollektiv.
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Aus den beiden oben genannten Patientengruppen (Faktor V Leiden-Trager
und Nicht-Thrombophile) wurden im folgenden diejenigen Patienten
ausgeschlossen, die Erkrankungen / Ereignisse zeigten, von denen bekannt ist,
dass sie zu Veranderungen des Plasmaspiegels von Gerinnungsfaktor XI
(Diabetes  mellitus, koronare Herzkrankheit, akuter = Myokardinfarkt,
Lebererkrankungen, = Schwangerschaft, s. Kap. 1.1.4.1) oder der
Prothrombinfragmente F1+2 (Diabetes mellitus, maligne Erkrankungen,
koronare Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt, Leber- und
Nierenerkrankungen, entzindliche Erkrankungen, Antiphospholipid-Antikérper-
Syndrom, Protein C- / S- oder Antithrombinmangel, Steroid- oder
Kumarinmedikation, Operation <2 Monate, Schwangerschaft, s. Kap. 1.3.1.2)
fihren kdnnen.

Unterteilt man die Patienten mit thrombophiler Diathese in Trager der
Faktor V Leiden-Mutation und Nicht-Trager, ergibt sich die in Tabelle 3.2
dargestellte Verteilung. Es sind u.a. dargestellt, wie haufig die verschiedenen
anderen Gerinnungsdefekte kombiniert mit einer Faktor V Leiden-Mutation

auftraten.
Faktor V Leiden Andere thrombophile
Gerinnungsdefekt Diathesen®
N(Patienten)= 220 N(Patienten)= 159
Prothrombin-Polymorphismus 22 33
Inhibitoren-Mangel 5 38
Faktor VIII >200 1U/dI 33 91
Antiphospholipid-Syndrom 5 13
nur Faktor V Leiden 155 -

Tabelle 3.2. Verteilung thrombophiler Defekte.

* Durch das Auftreten von Mehrfachdefekten Ubersteigt die Anzahl der Gerinnungsdefekte die
Anzahl der Patienten

3.1.2.1 Trager der Faktor V Leiden-Mutation

Von den 690 untersuchten Thrombosepatienten waren 220 Patienten (32%)
u.a. Trager einer Faktor V Leiden-Mutation. Bei 65 dieser Patienten lieBen sich
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neben der Faktor V Leiden-Mutation noch weitere Gerinnungsdefekte
nachweisen: bei 33 Patienten zusatzlich ein Faktor VIII-Spiegel >200 1U/dl, bei
22 Patienten zusatzlich ein Prothrombinpolymorphismus, bei 5 Patienten
zusatzlich ein Inhibitorenmangel und bei 5 Patienten fand sich zusétzlich ein
Antiphospholipid-Syndrom (siehe auch Tabelle 3.2).

Die restlichen 155 Patienten (22% des gesamten Thrombosekollektivs)
waren ausschlieBlich Trager der Faktor V Leiden-Mutation. Von diesen 155
Faktor V Leiden-Tragern mussten aufgrund von Vor- / Begleiterkrankungen
insgesamt 79 Patienten ausgeschlossen werden. Die Haufigkeit und Verteilung
der Ausschlusskriterien innerhalb dieses Kollektivs ist in Tabelle 3.3 dargestellt.

Ausschlusskriterien, Vor-/ N=
Begleiterkrankungen

CRP >0,5 mg/dl 37 /155
Steroid- / Markumarmedikation 35/155
Herz-Kreislauf-Erkrankungen 8 /155
Nieren- / Lebererkrankungen 6/155
Maligne Erkrankungen 9/155
Diabetes mellitus 1/155
Aktuelle Schwangerschaft oder

Entbindung <2Monate 7 /155
Mehrfacherkrankungen 17 /155

Tabelle 3.3. Ausgeschlossene Patienten innerhalb der Faktor V Leiden-Tréger.

Nur die verbleibenden 76 Faktor V Leiden-Trager wurden in die Studie
aufgenommen. FUr diese Patienten galt, dass der einzig feststellbare
Gerinnungsdefekt eine Faktor V Leiden-Mutation war und dass keiner von ihnen
Zustéande / Erkrankungen aufwies, die zu Veranderungen der Plasmaspiegel
von Faktor XI oder der Prothrombinfragmenten F1+2 fihren konnten.

Das mediane Alter der 76 Mutationstrager (70 heterozygote und 6

homozygote Patienten) bei Erstvorstellung lag bei 35 Jahren (Spannweite 17
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bis 76 Jahre). Innerhalb dieser Patientengruppe zeigten sich insgesamt 95
thromboembolische Ereignisse. Das mediane Alter beim ersten Ereignis betrug
32 Jahre (Spannweite 16 bis 68 Jahre). 12 Patienten hatten rezidivierende
Ereignisse zu beklagen. Das Geschlechtsverhaltnis in dieser Patientengruppe
lag bei V4 zu %4, mit Bevorzugung des weiblichen Geschlechts. Der klinische
Hintergrund  bezlglich  der thromboembolischen  Ereignisse  dieser
Patientengruppe ist zusammenfassend in Tabelle 3.5 dargestellt.

3.1.2.2 Patienten mit anderen thrombophilen Defekten

159 Thrombosepatienten, die keine Faktor V Leiden-Mutation aufwiesen,
zeigten andere Gerinnungsstérungen. Das mediane Alter dieser Patienten bei
Erstvorstellung in der Gerinnungsambulanz betrug 44 Jahre (Spannweite 17 bis
82 Jahre) und bei Auftreten des ersten thromboembolischen Ereignisses 40
Jahre (Spannweite 17 bis 82 Jahre). 91 Patienten dieser Gruppe zeigten einen
Faktor VIII-Spiegel >200 1U/dl, 33 Patienten waren Trager eines Prothrombin-
polymorphismus, bei 38 Patienten lieB sich ein Inhibitorenmangel nachweisen
und 13 Patienten hatten ein Antiphospholipid-Syndrom (siehe auch Tabelle
3.2). 16 Patienten zeigten Mehrfachdefekte. Rezidivierende thromoembolische
Ereignisse fanden sich bei 48 Patienten.

3.1.2.3 Patienten ohne thrombophile Diathese

Bei 311 der 690 Thrombosepatienten lieBen sich keine Gerinnungsdefekte
nachweisen (ausgeschlossen waren: Faktor V Leiden-Mutation, Prothrombin-
polymorphismus, Inhibitorenmangel, Faktor VIII-Spiegel >200 I1U/dl, Anti-
phospholipid-Syndrom). Aus diesem Patientenkollektiv mussten 195 Patienten
aufgrund von Vor- / Begleiterkrankungen ausgeschlossen werden. Einen
Uberblick tber die Haufigkeit und Verteilung der Ausschlusskriterien bei den
nicht-thrombophilen Thrombosepatienten gibt Tabelle 3.4.
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Ausschlusskriterien, Vor-/ N=
Begleiterkrankungen

CRP >0,5 mg/dl 73/ 311
Steroid- / Markumarmedikation 70/ 311
Herz-Kreislauf-Erkrankungen 42 / 311
Nieren- / Lebererkrankungen 19/311
Maligne Erkrankungen 9/311
Diabetes mellitus 8 /311
Aktuelle Schwangerschaft oder

Entbindung <2 Monate 15/ 311
Mehrfacherkrankungen 29/ 311

Tabelle 3.4. Ausgeschlossene Patienten innerhalb der nicht-thrombophilen
Thrombosepatienten.

Nur die verbleibenden 116 Thrombosepatienten wurden in die Studie
aufgenommen. Keiner von ihnen wies eine thrombophile Diathese auf oder
zeigte Zustande bzw. Erkrankungen, die zu Veranderungen der Plasmaspiegel
von Faktor XI oder der Prothrombinfragmenten F1+2 hatten fihren kdnnen.

Das mediane Alter der nicht-thrombophilen Thrombosepatienten bei
Erstvorstellung lag bei 34 Jahren (Spannweite 17 bis 73 Jahre). Innerhalb
dieser Patientengruppe zeigten sich insgesamt 133 thromboembolische
Ereignisse. Das mediane Alter beim ersten Ereignis betrug 31 Jahre
(Spannweite 12 bis 73 Jahre). 14 Patienten hatten rezidivierende Ereignisse zu
beklagen. 62% der Patienten waren weiblichen und 38% mannlichen

Geschlechts.
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3.1.3 Verteilung thromboembolischer Ereignisse in den

Thrombosekollektiven

Der klinische Hintergrund der

Faktor V Leiden-Trager und der nicht-

thrombophilen Thrombosepatienten ist in Tabelle 3.5 zusammenfassend

dargestellt. Dabei wird auf das mediane Alter, bekannte Risikofaktoren flr

Thromboseentwicklung

eingegangen.

und die verschiedenen

Thromboselokalisationen

Es zeigte sich, dass beide Patientenkollektive hinsichtlich dieser Kriterien

vergleichbar sind, was die Grundlage fir die weitere Auswertung der Daten

darstellt.
Klinischer Hintergrund Faktor V Leiden Nicht-Thrombophile
N (Patienten) 76 116
medianes Alter bei Erstereignis 32 31
Bekannte Risikofaktoren bei
Erstereignis* 53 (70%) 77 (60%)
N (thromb. Ereignisse) 95 133
- nur TBVT 60 (63%) 69 (52%)
- nur TBeVT 4 (4%) 5 (4%)
- TBVT + TBeVT 7 (7%) 10 (7%)
- nurlLE 4 (4%) 12 (9%)
- LE+TVT 11 (11%) 16 (12%)
- weitere Lokalisation
- ZentralVT 2 (2%) 9 (7%)
- SinusVT 3 (3%) 7 (5%)
- ArmVT 4 (4%) 7 (5%)

Tabelle 3.5. Klinischer Hintergrund der Thrombosekollektive.

* Schwangerschaft, orale Kontrazeption, Operation / Immobilisation

(TBVT= tiefe Beinvenenthrombose, TBeVT= tiefe Beckenvenenthrombose, LE= Lungen-
embolie, TVT= tiefe Venenthrombose (Bein+Becken), ZentralVT= Zentralvenenthrombose,

SinusVT= Sinusvenenthrombose, ArmVT= Armvenenthrombose)
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3.2 Faktor XI-Spiegel bei Patienten und Kontrollen

Die Faktor Xl-Plasmaspiegel wurden getrennt fir die Faktor V Leiden-Trager
und die nicht-thrombophilen Thrombosepatienten bestimmt und mit denen der

jeweiligen alters-und geschlechts-gematchten Blutspender verglichen.

3.2.1 Faktor V Leiden-Trager versus Blutspender

Der Median der Faktor XI-Spiegel lag bei den symptomatischen Faktor V
Leiden-Tragern bei 102,0+ 16,2% und damit ca. 15% hdher als bei den alters-
und geschlechts-gematchten Blutspendern (89,2+ 17,5%). Die Unterschiede in
den Faktor XlI-Spiegeln zwischen beiden Kollektiven zeigten eine deutliche
Signifikanz (p< 0,001). Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 3.1 graphisch

dargestellt.

Faktor XI (%)
160

130 1

100 1

701

40
N= 76 76

Blutspender Faktor V Leiden-Trager

Abbildung 3.1. Faktor XI-Spiegel bei Faktor V Leiden-Trdgern verglichen
mit Blutspendern.
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Tabelle 3.6 zeigt die Faktor XI-Spiegel von Patienten und Kontrollen geordnet

nach Perzentilen.

Faktor XI-Siegel (%) Faktor V Leiden Blutspender
N= 76 N= 76

Minimum 73,0 45,9

25. Perzentile 92,9 78,9

Median 102,9 89,2

Mittelwert 103,3 89,1

75. Perzentile 112,1 99,6

90. Perzentile 125,2 110,9

95. Perzentile 130,2 117,6

Maximum 149,6 133,5

Tabelle 3.6. Faktor XI-Spiegel bei Faktor V Leiden-Trdgern und Blutspendern,
geordnet nach Perzentilen.

3.2.1.1 Berechnung der Odds ratio bei Faktor V Leiden-Tragern

Als Grundlage zur Berechnung der Odds ratio (95% Konfidenzintervall (KI))
bildeten wir Quartilen innerhalb der Faktor XI-Spiegel und unterteilten das
Kollektiv entsprechend dieser Quartilen in vier Gruppen. Die Grundlage flir das
Quartilenniveau bildeten dabei die Faktor XI-Spiegel gesunder Blutspender, da
diese die Normalbevdélkerung reprasentieren.

Die erste Quartile umfasste 6 Patienten und 19 Blutspender,
entsprechend einem Faktor XI-Spiegel <78,9%. Die zweiten Quartile umfasste
jene mit Faktor XI-Spiegeln zwischen 78,9 und 89,2% (8 Patienten und 19
Blutspender). In der dritten Quartile befanden sich alle Patienten bzw.
Kontrollen mit Faktor XI-Spiegeln zwischen 89,2 und 99,6% (18 Patienten und
19 Blutspender). Die vierte Quartile schlieBlich umfasste 44 Patienten und 19
Kontrollen, entsprechend einem Faktor XI-Spiegel Gber 99,6%. Tabelle 3.7 fasst
diese Ergebnisse noch einmal zusammen.

Zur Berechnung der Odds ratio (95% KI) verglichen wir nun die einzelnen
Quartilen untereinander. Beim Vergleich der ersten mit der zweiten Quartile
zeigte sich eine Odds ratio von 1,87 (95% KIl: 0,53-6,54), beim Vergleich der
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ersten mit der dritten Quartile eine Odds ratio von 3,0 (95% KI: 1,007-8,94) und
beim Vergleich der ersten mit der vierten Quartile eine Odds ratio von 8,11
(95% KI: 3,0-21,8) (siehe Tabelle 3.7).

FXI-
Quartile 1 2 3 4
FXI <78,9% FXI=79,0-89,2% | FX1=89,3-99,6% FXI >99,6%

N
Faktor V- 6 8 18 44
Leiden
Blutspender 19 19 19 19
Odds ratio Quartile 1 vs. 2: 1,87 (0,53-6,54)
(95% Quartile 1 vs. 3: 3,0 (1,007-8,94)
Konfidenz-
intervall) Quartile 1 vs. 4: 8,11 (3,0-21,8)

Tabelle 3.7. Odds ratio: Faktor V-Leiden-Tréger verglichen mit Blutspendern,
geordnet nach Quartilen.

AuBerdem fuhrten wir noch eine weitere Risikoabschatzung durch. Als cut-off
zur Berechnung der Odds ratio wahlten wir in diesem Fall die 90. Perzentile
(entsprechend einem Faktor XlI-Spiegel von 110,9%) innerhalb des
Blutspender-Kollektivs. Von den Faktor V Leiden-Tragern zeigten 21 Patienten
(28%) und von den Blutspendern 8 Spender (10%, per definitionem) Faktor XI-
Spiegel oberhalb dieses Grenzwertes. Aus dem Vergleich von Patienten mit
Faktor XI-Spiegel unterhalb dieses cut-offs mit solchen mit Plasmaspiegeln
dartiber errechnete sich folgende Odds ratio (OR): OR = 3,3; 95% KI: 1,3-8,1.

Zusammengefasst finden sich diese Ergebnisse in Tabelle 3.10, Kap. 3.2.3.

3.2.2 Nicht-thrombophile Thrombosepatienten versus
Blutspender

Beim Vergleich der Faktor Xl-Spiegel zwischen den nicht-thrombophilen

Thrombosepatienten mit alters- und geschlechts-gematchten Blutspendern

lieBen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen (p> 0,05). Der Median

der Faktor XI-Spiegel lag bei diesen Thrombosepatienten bei 91,2+ 16,9%, bei
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den Blutspendern bei 88,0+ 16,8%. Dies entspricht einem Unterschied von etwa
4% zwischen beiden Kollektiven (siehe Abbildung 3.2).

Faktor XI (%)
160

130 | -

100 |

70|

40

N= 116 116
Blutspender Nicht-Thrombophile

Abbildung 3.2. Faktor XI-Spiegel (%) bei nicht-thombophilen Thrombose-
patienten verglichen mit Blutspendern.
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Tabelle 3.8 zeigt die Faktor XI-Spiegel von Patienten und Kontrollen geordnet

nach Perzentilen.

Faktor XI-Siegel (%) Nicht-thombophile Blutspender
N= 116 N= 116

Minimum 56,3 45,9

25. Perzentile 83,5 79,5

Median 91,2 88,0

Mittelwert 93,2 88,9

75. Perzentile 103,0 99,4

90. Perzentile 114,2 110,7

95. Perzentile 124,4 116,5

Maximum 140,7 133,5

Tabelle 3.8. Faktor XI-Spiegel bei nicht-thrombophilen Thrombosepatienten und
Blutspendern, geordnet nach Perzentilen.

3.2.2.1 Berechnung der Odds ratio bei nicht-thrombophilen
Thrombosepatienten

Analog zu den Faktor V Leiden-Tragern berechneten wir auch hier die Odds

ratio. Entsprechend wurde das Kollektiv in vier Quartilen unterteilt. Die

Grundlage fir das Quartilenniveau bildeten auch diesmal die Faktor XI-Spiegel

alters- und geschlechts-gematchter Blutspender.

Die erste Quartile umfasste 20 Patienten und 29 Blutspender,
entsprechend einem Faktor XI-Spiegel <79,5%. Die zweite Quartile umfasste
jene mit Faktor XI-Spiegeln zwischen 79,5 und 88,9% (28 Patienten und 29
Blutspender). In der dritten Quartile befanden sich alle Patienten bzw.
Kontrollen mit Faktor XI-Spiegeln zwischen 88,9 und 99,4% (32 Patienten und
29 Blutspender). Die vierte Quartile schlieBlich umfasste 36 Patienten und 29
Kontrollen, entsprechend einem Faktor XI-Spiegel Uber 99,4%. Ein den Faktor
V Leiden-Tragern vergleichbarer Anstieg der Odds ratio lieB sich hier jedoch

nicht nachweisen.Tabelle 3.9 fasst diese Ergebnisse zusammen.
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FXI-
Quartile 1 2 3 4
FXI <79,5% FX1=79,6-88,9% | FX1=89,0-99,4% FXI >99,4%
N
Nicht- 20 28 32 36

Thrombophile

Blutspender 29 29 29 29

Odds ratio Quartile 1 vs. 2: 1,31 (0,6-2,83)

(95% Quartile 1 vs. 3: 1,49 (0,69-3,2)
Konfidenz-
intervall) Quartile 1 vs. 4: 1,8 (0,84-3,84)

Tabelle 3.9. Odds ratio: Nicht-thrombophile Thrombosepatienten verglichen mit
Blutspendern, geordnet nach Quatrtilen.

Auch bei den nicht-thrombophilen Thrombosepatienten berechneten wir
zusatzlich die Odds ratio bezogen auf die 90. Perzentile der Faktor XI-Spiegel
innerhalb des Blutspender-Kollektivs. Diese betrug 110,7%. Von den nicht-
thrombophilen Thrombosepatienten hatten 15 Patienten (13%) Faktor XI-
Spiegel jenseits dieses cut-off-Wertes, von den Blutspendern Gberschritten 12
Spender diese Schwelle (10%, per definitionem). Daraus errechnete sich
folgende Odds ratio (OR): OR = 1,3; 95% KI: 0,6-3,0. Zusammengefasst finden
sich diese Ergebnisse in Tabelle 3.10, Kap. 3.2.3.

3.2.3 Vergleich zwischen Patienten mit Faktor V Leiden-
Mutation und Patienten ohne thrombophile Diathese
Tabelle 3.10 stellt die Faktor XI-Spiegel beider Patientengruppen (inklusive ihrer
Kontrollen) gegenliber. Dargestellt sind weiterhin die Signifikanzen, sowie die
Odds ratio. Diese ist bezogen auf einen cut-off bei der 90. Perzentile der Faktor

XI-Spiegel, gemessen innerhalb des jeweiligen Kontrollkollektivs.

63




ERGEBNISSE

Kollektiv N |medianer p-Wert Odds ratio
Faktor XI (%) £SD (95% Kil)

Faktor V Leiden 102,0+ 16,2

VS. 76 <0,001 3,3 (1,3-8,1)
Blutspender 89,2+ 17,5
Nicht-Thrombophile 91.2+ 16.9

VS. 116 =0,051 1,3 (0,6-3,0)
Blutspender 88.0+ 16.8

Tabelle 3.10. Vergleich der Faktor XI-Spiegel zwischen beiden Patienten-

gruppen.
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3.3 Thrombingenerierung bei Patienten und Kontrollen

Wir bestimmten die Prothrombinfragmente F1+2 in unserem unselektierten
Gesamt-Thrombosekollektiv. F1+2-Werte lagen uns dabei bei lediglich 456 der
690 Patienten vor. AuBerdem wurden die F1+2-Spiegel bei 116 gesunden
Blutspendern untersucht.

Der Median der F1+2-Werte lag im unselektierten Thrombosekollektiv bei
0,9 nmol/l, bei den Thrombosepatienten mit Faktor V Leiden-Mutation bei 0,8
nmol/l und bei den nicht-thrombophilen Thrombosepatienten bei 0,9 nmol/l.
ErwartungsgemafB zeigten die gesunden Blutspender mit 0,7 nmol/l die
niedrigsten medianen F1+2-Werte. Die Unterschiede in  den
Prothrombinfragmenten zwischen den einzelnen Kollektiven waren nicht
signifikant (p> 0,05). Der fir den verwendeten Test vom Hersteller angegebene
Normalwert der F1+2-Plasmaspiegel liegt bei 0,4 bis 1,1 nmol/l (s.a. O’'Donnel J
2001). Innerhalb des unselektierten Gesamtkollektivs zeigten 29% der
Patienten F1+2-Spiegel Uber dem oberen Grenzwert, bei den nicht-
thrombophilen Patienten waren es 20%, bei den Mutationstragern 17%. Bei 8%
der gesunden Blutspender lagen die F1+2-Spiegel oberhalb der angegebenen
Norm. Tabelle 3.11 fasst die F1+2-Werte innerhalb dieser Kollektive

zusammen.
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F1+2 (nmol/ 1) | Blutspender | unselektierte Faktor V Nicht-
Thrombosepat. Leiden thombophil

N= 116 N= 456 N= 76 N= 116
Minimum 0,4 0,2 0,2 0,2
25. Perzentile 0,6 0,7 0,7 0,7
Median 0,7 0,9 0,8 0,9
Mittelwert 0,8 1,1 0,9 0,9
75. Perzentile 0,9 1,2 1,1 1,0
90. Perzentile 1,1 1,7 1,6 1,4
95. Perzentile 1,2 2,0 1,9 1,6
Maximum 1,8 5,8 2,8 2,7
% Pat. (F1+2 8% 29% 17% 20%
>1,1 nmol/l)

Tabelle 3.11. Thrombingenerierung bei Patienten und Kontrollen.

3.3.1 Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-

Spiegeln bei den gesunden Blutspendern
Den Zusammenhang zwischen der Thrombingenerierung und den Faktor XI-
Spiegeln bei den gesunden Blutspendern untersuchten wir, indem wir diese
entsprechend ihrer (ansteigenden) F1+2-Werte in vier Gruppen einteilten und
die Faktor XI-Spiegel der Gruppen untereinander verglichen. Dieses Vorgehen
ist sinnvoller, als umgekehrt die Faktor XI-Werte als Grundlage der Berechnung
zu nehmen, da die in vier Dezimalstellen angegebenen Faktor XI-Werte eine
genauere Differenzierung der Ergebnisse ermdglichen, als die zweistelligen
F1+2-Werte. Die erste Gruppe (N= 17) bildeten Blutspender mit F1+2-Werten
zwischen 0,2 und 0,5 nmol/l, Gruppe 2 (N= 73) umfasste Blutspender mit F1+2-
Werten zwischen 0,6 und 0,9 nmol/l. In Gruppe 3 (N= 21) wurden jene
Blutspender eingeschlossen, die F1+2-Spiegel zwischen 1,0 und 1,3 nmol/l
zeigten, Blutspender mit F1+2 >1,3 nmol/l bildeten die letzte Gruppe (N= 5).

Der Median der Faktor XI-Spiegel der Blutspender schwankte innerhalb
der einzelnen Gruppen zwischen 81,4% und 91,3%. Ein signifikanter Anstieg

66



ERGEBNISSE

der Faktor XI-Spiegel lieB sich nicht nachweisen (p> 0,05) (siehe Tabelle 3.12,
Abbildung  3.3).
Korrelationsanalysen bzgl. F1+2 und Faktor XI in diesem Kollektiv keine

graphische Darstellung siehe Ebenso zeigten die

signifikanten Ergebnisse (p> 0,05; Korrelationskoeffizient = -0,037).

F1+2-Werte |\ 0,2-0,5 | 0,6-0,9 | 1,0-1,3 >1,3
(nmol/l)
N= 17 N=73 N= 21 N=5
FXI (%)
Minimum 63,8 45,9 46,4 71,3
25. Perzentile 79,6 79,9 76,5 89,0
Median 87,4 89,8 81,4 91,3
Mittelwert 87,9 90,9 84,4 95,8
75. Perzentile 96,9 99,3 92,5 94,8
90. Perzentile 106,4 111,8 103,1 117,6
95. Perzentile 112,6 116,7 104,7 125,2
Maximum 115,3 131,9 133,5 132,8
Signifikanz Quartile 1vs. 2 p=0,578
Quartile 1 vs. 3 p= 0,504
Quartile 1 vs. 4 p= 0,493

Tabelle 3.12. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-Spiegein
bei gesunden Blutspendern.
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Abbildung 3.3. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-
Spiegeln bei gesunden Blutspendern.

3.3.2 Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-

Spiegeln bei den Faktor V Leiden-Tragern
Der Zusammenhang zwischen den F1+2-Werten und den Faktor XI-Spiegeln
bei 76 Faktor V Leiden-Tragern ist in Tabelle 3.13 dargestellt. Die Unterteilung
in  Gruppen entsprechend der F1+2-Werte erfolgte analog dem oben
genannten.

Der Median der Faktor XI-Spiegel stieg von Gruppe zu Gruppe mit
steigenden F1+2-Werten kontinuierlich an. So lag er bei der ersten F1+2-
Gruppe bei 96,6%, bei der zweiten bei 101,5%, bei der dritten Gruppe bei
104,3% und in der letzten Gruppe bei 107,0%. Obwohl lediglich der Vergleich
zwischen Gruppe 1 und 4 signifikante Unterschiede in den Faktor XI-Spiegeln
zeigte, kann doch aus der Tendenz eine gewisse Korrelation zwischen Faktor
Xl-Werten und der Thrombingenerierung abgeleitet werden. Diese stellt sich
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auch graphisch im treppenférmigen Anstieg der Faktor XI-Werte dar (Abbildung

3.4). Tabelle 3.13 fasst diesen Sachverhalt zusammen.

F1+2-Werte und Faktor XI-Spiegel bei den Faktor V Leiden-Tragern

korrelierten

hochsignifikant auf

dem 0,01-Niveau

(Korrelationskoeffizient

-0,354).
F1+2-Werte | 0,2-0,5 | 0,6-0,9 | 1,0-1,3 >1,3
(nmol/l)
N= 11 N= 37 N=18 N=10
FXI (%)
Minimum 73,0 73,2 77,3 93,1
25. Perzentile 86,0 93,0 92,3 100,8
Median 96,6 101,5 104,3 107,0
Mittelwert 96,8 102,8 105,0 110,3
75. Perzentile 102,6 110,7 113,6 117,4
90. Perzentile 119,2 120,2 124,3 129,8
95. Perzentile 123,0 132,0 131,5 129,8
Maximum 126,8 149,6 145,1 129,9
Signifikanz Quartile 1vs.2 p= 0,275
Quartile 1 vs. 3 p=0,276
Quartile 1 vs. 4 p= 0,043

Tabelle 3.13. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-Spiegein
bei Faktor V Leiden-Tragern.
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Abbildung 3.4. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-
Spiegeln bei Faktor V Leiden-Tragern.

3.3.3 Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-

Spiegeln bei den nicht-thrombophilen Patienten
Wir untersuchten auch die Thrombosepatienten ohne thrombophile Defekte
hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen den F1+2-Werten und dem Faktor
XI-Spiegel. Analog zu den Faktor V Leiden-Patienten und den Blutspendern
teilten wir auch dieses Kollektiv entsprechend den F1+2-Werten in vier Gruppen
und analysierten die zugehdrigen Faktor XI-Spiegel.

Der Median der F1+2-Werte lag bei Patienten der ersten F1+2-Gruppe
bei 88,0% und stieg mit steigenden F1+2-Werten leicht an (siehe Tabelle 3.14,
graphische Darstellung siehe Abbildung 3.5). Der Anstieg war dabei nicht so
deutlich ausgepragt wie bei den Faktor V Leiden-Tragern. Ein signifikanter
Unterschied der FXI-Werte zwischen den vier F1+2-Gruppen fand sich nicht (p>
0,05).
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F1+2 und Faktor XI zeigten bei den nicht-thrombophilen Patienten eine gerade

signifikante Korrelation auf dem 0,05-Niveau (Korrelationskoeffizient = 0,204).

F1+2-Werte | 0.2-0,5|0,6-0,9 | 1,0-1,3 >1,3
(nmol/l)
N= 18 N= 47 N= 41 N=10
FXI (%)
Minimum 64,3 67,0 56,3 84,7
25. Perzentile 77,3 81,3 86,4 90,4
Median 88,0 89,0 92,0 94,5
Mittelwert 92,0 90,8 95,4 97,5
75. Perzentile 103,3 100,0 104,4 100,4
90. Perzentile 119,6 109,4 119,1 109,2
95. Perzentile 126,9 110,4 130,6 117.,8
Maximum 140,7 122,0 131,5 126,4
Signifikanz Quartile 1vs. 2 p= 0,764
Quartile 1 vs. 3 p= 0,274
Quartile 1 vs. 4 p=0,133

Tabelle 3.14. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-Spiegein
bei nicht-thrombophilen Thrombosepatienten.
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Abbildung 3.5. Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und Faktor XI-
Spiegeln bei nicht-thrombophilen Thrombosepatienten.
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3.4 TAFla/ai-Spiegel bei Patienten und Kontrollen

Wir bestimmten die TAFla/ai-Spiegel bei den Faktor V Leiden-Tragern, sowie
bei den entsprechenden alters- und geschlechts-gematchten Kontrollen. Da
ausreichend Plasma nicht mehr von allen 76 Faktor V Leiden-Tragern
vorhanden war, konnten die Bestimmungen nur bei 65 dieser Patienten bzw.
Kontrollen durchgefuhrt werden.

Die medianen Faktor XI-Spiegel der eingeschlossenen 65 Patienten und
der 11 Patienten, deren TAFla/ai-Spiegel wegen Plasmamangel nicht bestimmt
werden konnten, zeigten keine Unterschiede (102,5% vs. 101,2%), sodass
durch deren Ausschluss keine Ergebnisverzerrung zu erwarten war. Bei den
nicht-thrombophilen Patienten sowie deren Kontrollen bestimmten wir keine
TAFla/ai-Spiegel.

Der Median der TAFla/ai-Spiegel lag bei 63,2 ng/ml bei den
symptomatischen Faktor V Leiden-Tragern und bei 57,5 ng/ml innerhalb des
Blutspenderkollektivs. Die Unterschiede zwischen beiden Kollektiven waren
statistisch signifikant (p= 0,044). Tabelle 3.15 zeigt die TAFla/ai-Spiegel von
Patienten und Kontrollen, geordnet nach Perzentilen.

TAFla/ai (ng/ml) Faktor V Leiden Blutspender
N= 67 N= 67

Minimum 35,0 30,7

25. Perzentile 55,0 52,0

Median 63,2 57,5

Mittelwert 68,8 61,9

75. Perzentile 77,5 66,9

90. Perzentile 100,9 84,6

95. Perzentile 106,8 93,7

Maximum 135,7 112,0

Tabelle 3.15. TAFla/ai-Spiegel bei Patienten und Kontrollen.

73



ERGEBNISSE

3.4.1 TAFla/ai-Spiegel und Faktor XI-Spiegel

Wir untersuchten den Zusammenhang zwischen den Plasma-TAFla/ai-Spiegeln
und den Faktor XI-Spiegeln sowohl bei den Faktor V Leiden-Tragern, als auch
im entsprechenden Kontrollkollektiv. Auch hier bildeten wir Quartilen innerhalb
der Faktor XI-Spiegel und unterteilten das Kollektiv entsprechend dieser
Quartilen in vier Gruppen. Die Grundlage fir das Quartilenniveau bildeten dabei

die Faktor XI-Spiegel gesunder Blutspender.

3.4.1.1 Zusammenhang zwischen TAFla/ai-Spiegeln und Faktor

XI-Spiegeln bei Faktor V Leiden-Tragern
Wir untersuchten isoliert die Patienten mit Faktor V Leiden-Mutation hinsichtlich
des Zusammenhangs zwischen dem TAFla/ai-Spiegel und dem Faktor XI-
Spiegel, wobei die Patienten entsprechend ihrer Faktor XI-Quartilen in vier
Gruppen unterteilt wurden. Die erste Gruppe (N= 16) entsprach somit Patienten
mit einem Faktor XlI-Spiegel <93,4%, die zweite Gruppe (N= 17) entsprach
Patienten mit einem Faktor XI-Spiegel zwischen 93,4% und 102,5%, die dritte
Gruppe (N= 16) entsprach Patienten mit einem Faktor XI zwischen 102,6% und
112,5%. Patienten der Gruppe vier (N= 16) zeigten einen Faktor XlI-Spiegel
>112,5%.

Der Median der TAFla/ai-Werte lag bei Patienten der ersten Faktor XI-
Quartile bei 67,9 ng/ml, bei denen der zweiten Quartile bei 77,5 ng/ml. Die
Patienten der dritten Faktor XI-Quartile zeigten mediane TAFla/ai-Werte von
58,3 ng/ml und jene der vierten Quartile hatten Werte von 60,2 ng/ml. Ein
signifikanter Unterschied der TAFla/ai-Spiegel zwischen den vier Faktor XI-
Quatrtilen lieB sich jedoch nicht nachweisen (p> 0,05) (siehe Tabelle 3.16,
graphische Darstellung in Abbildung 3.6).

TAFla/ai-Werte und  Faktor  XlI-Spiegel zeigten bei diesem
Patientenkollektiv eine gerade signifikante, negative Korrelation (p< 0,05;

Korrelationskoeffizient = -0,276).
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Faktor XI- 1 2 3 4
Quartile
N= 16 N= 17 N= 16 N= 16

TAFla/ai (ng/mi FXI <93,4% FX1=93,4-102,5% | FXI=102,6-112,5% FXI >112,5%
Minimum 49,3 46,5 38,9 35,0
25. Perzentile 60,1 55,0 47,7 53,5
Median 67,9 77,5 58,3 60,2
Mittelwert 74,0 78,4 59,7 62,7
75. Perzentile 78,6 101,3 70,9 68,4
90. Perzentile 98,1 108,6 77,0 79,9
95. Perzentile 109,2 111,0 79,5 90,1
Maximum 135,7 112,0 79,9 105,2
Signifikanz Quartile 1vs.2 p=0,773

Quartile 1 vs. 3 p= 0,052

Quartile 1 vs. 4 p= 0,093

Tabelle 3.16. TAFla/ai-Werte entsprechend der Faktor Xl-Quartile bei
symptomatischen Faktor V Leiden-Trédgern.
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Abbildung 3.6. TAFla/ai-Werte entsprechend der Faktor XI-Quartile bei
symptomatischen Faktor V Leiden-Trédgern.

3.4.1.2 Zusammenhang zwischen TAFla/ai-Spiegeln und Faktor
XI-Spiegeln bei gesunden Blutspendern

Auch das Kollektiv der Blutspender wurde in Quantilen entsprechend ihrer
Faktor XI-Spiegel geteilt und der Zusammenhang zwischen diesen und den
TAFla/ai-Werten geprift. Die erste Quartile (N= 16) entsprach somit Patienten
mit einem Faktor XI-Spiegel <79,0%, die zweite Gruppe (N= 16) entsprach
Patienten mit einem Faktor XI-Spiegel zwischen 79,1% und 90,4%, die dritte
Gruppe (N= 17) entsprach Patienten mit einem Faktor XI zwischen 90,5% und
99,8%. Patienten der Gruppe vier (N= 16) zeigten einen Faktor Xl-Spiegel
>99,8%.

Der Median der TAFla/ai-Werte lag bei den Blutspendern der ersten
Faktor XI-Quartile bei 58,2 ng/ml, bei denen der zweiten Quartile bei 59,4 ng/ml.
Die Patienten der dritten Faktor XI-Quartile zeigten mediane TAFla/ai-Werte

von 55,2 ng/ml und jene der vierten Quartile hatten Werte von 59,6 ng/ml. Ein
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signifikanter Unterschied der TAFla/ai-Spiegel zwischen den vier Faktor XI-
Quartilen lieB sich jedoch auch hier nicht nachweisen (p> 0,05) (siehe Tabelle
3.17, graphische Darstellung in Abbildung 3.7).

TAFla/ai-Werte und Faktor XI-Spiegel zeigten keine signifikante
Korrelation (p> 0,05; Korrelationskoeffizient = -0,024).

Faktor XI- 1 2 3 4
Quartile
N= 16 N= 16 N= 17 N= 16

TAFla/ai (ng/ml FXI <79,0% | FXI=79,1-90,4% | FX1=90,5-99,8% FXI >99,8%
Minimum 30,7 43,3 40,4 45,2
25. Perzentile 52,5 54,4 48,8 51,9
Median 58,2 59,4 55,2 59,6
Mittelwert 65,7 59,7 56,7 65,9
75. Perzentile 82,7 66,8 60,1 78,2
90. Perzentile 98,1 69,8 69,2 89,4
95. Perzentile 104,8 72,3 79,1 96,7
Maximum 112,0 72,7 92,9 105,9
Signifikanz Quartile 1vs. 2 p= 0,867

Quartile 1 vs. 3 p= 0,231

Quartile 1 vs. 4 p= 0,956

Tabelle 3.17. TAFla/ai-Werte entsprechend der Faktor Xl-Quartile bei
gesunden Blutspendern.
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Abbildung 3.7. TAFla/ai-Spiegel entsprechend der Faktor XI-Quartile bei
gesunden Blutspendern.

3.4.2 TAFla/ai-Spiegel und F1+2-Werte

Wir untersuchten den Zusammenhang zwischen dem Plasma-TAFla/ai-Spiegel
und der Thrombingenerierung sowohl bei den Faktor V Leiden-Tragern, als
auch im entsprechenden Kontrollkollektiv.

3.4.2.1 Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und TAFla/ai-
Spiegeln bei Faktor V Leiden-Tragern

Wir untersuchten isoliert die Patienten mit Faktor V Leiden-Mutation hinsichtlich
des Zusammenhangs zwischen dem  TAFla/ai-Spiegel und der
Thrombingenerierung, wobei die Patienten entsprechend ihrer F1+2-Werte in
vier Gruppen unterteilt wurden. Die erste Gruppe (N= 10) entsprach somit
Patienten mit einem F1+2-Wert zwischen 0,2-0,5 nmol/l, die zweite Gruppe (N=
31) entsprach Patienten mit einem F1+2-Wert zwischen 0,6 und 0,9 nmol/l, die

dritte Gruppe (N= 14) entsprach Patienten mit einem Spiegel zwischen 1,0 und
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1,3 nmol/l. Patienten der Gruppe vier (N= 10) zeigten einen F1+2-Spiegel >1,3
nmol/I.

Der Median der TAFla/ai-Werte der ersten Gruppe lag bei 73,4 ng/ml.
Die Patienten der zweiten bis vierten F1+2-Gruppe zeigten niedrigere mediane
TAFla/ai-Werte als jene der ersten Gruppe. Ein signifikanter Unterschied der
TAFla/ai-Spiegel zwischen den vier F1+2-Gruppen lieB sich jedoch nicht
nachweisen (p> 0,05) (siehe Tabelle 3.18, graphische Darstellung in Abbildung
3.8).

TAFla/ai-Werte und F1+2-Spiegel zeigten bei diesem Patientenkollektiv
keine signifikante Korrelation (p> 0,05; Korrelationskoeffizient = 0,239).

e man| 0,2-05 | 0,6-09 [ 1,0-13 | >1,3
N=10 N= 31 N= 14 N=10
TAFla/ai (ng/ml
Minimum 52,1 35,0 47,2 59,0
25. Perzentile 57,7 475 59,1 60,8
Median 73,4 57,3 69,4 67,3
Mittelwert 78,9 65,0 68,4 71,6
75. Perzentile 101,1 741 75,9 74,7
90. Perzentile 104,3 96,9 78,7 87,2
95. Perzentile 107,6 104,9 88,4 97,2
Maximum 110,8 135,7 105,2 107,2
Signifikanz Quartile 1vs. 2 p= 0,061
Quartile 1 vs. 3 p= 0,371
Quartile 1 vs. 4 p= 0,853

Tabelle 3.18. TAFla/ai-Werte entsprechend der F1+2-Gruppen bei
Faktor V Leiden-Trédgern.
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Abbildung 3.8. TAFla/ai-Spiegel entsprechend der F1+2-Werte bei
Faktor V Leiden-Trédgern.

3.4.2.2 Zusammenhang zwischen F1+2-Werten und TAFla/ai-
Spiegeln bei Blutspendern

Wir untersuchten isoliert die Blutspender hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen dem TAFla/ai-Spiegel und der Thrombingenerierung, wobei diese
entsprechend ihrer F1+2-Werte in vier Gruppen unterteilt wurden. Die erste
Gruppe (N= 13) entsprach somit Individuen mit einem F1+2-Wert zwischen 0,2-
0,5 nmol/l, die zweite Gruppe (N= 31) entsprach einem F1+2-Wert zwischen
0,6-0,9 nmol/l, die dritte Gruppe (N= 17) hatte F1+2-Spiegel zwischen 1,0 und
1,3 nmol/l. Blutspender der Gruppe vier (N= 4) zeigten einen F1+2-Spiegel >1,3
nmol/l.

Der Median der TAFla/ai-Werte lag bei Blutspendern der ersten F1+2-
Gruppe bei 55,7 ng/ml, bei denen der zweiten Gruppe bei 56,7 ng/ml. Die
Blutspender der dritten F1+2-Gruppe zeigten mediane TAFla/ai-Werte von 59,3
ng/ml und jene der vierten Gruppe hatten Werte von 75,9 ng/ml. Signifikante
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Unterschiede hinsichtlich der TAFla/ai-Werte zeigte lediglich der Vergleich der
ersten mit der vierten F1+2-Gruppe. Allerdings beinhaltete dieses Kollektiv nur
4 Blutspender, sodass hier auch eine Ergebnisverzerrung vorliegen kann (siehe
Tabelle 3.19, graphische Darstellung in Abbildung 3.9).

TAFla/ai-Werte und F1+2-Spiegel zeigten keine signifikante Korrelation
(p> 0,05; Korrelationskoeffizient = 0,098).

e o | 02-05 | 06-09 [ 1,0-13 | >1,3
N=13 N= 31 N=17 N=4
TAFla/ai (hg/m
Minimum 45,0 30,7 43,3 64,9
25. Perzentile 52,0 52,3 49,0 66,3
Median 55,7 56,7 59,3 75,9
Mittelwert 59,3 60,0 62,9 80,7
75. Perzentile 61,2 63,8 72,1 90,4
90. Perzentile 72,7 82,3 83,9 99,6
95. Perzentile 86,3 88,4 97,3 102,8
Maximum 102,0 93,8 112,0 105,9
Signifikanz Quartile 1vs. 2 p=0,738
Quartile 1 vs. 3 p= 0,621
Quartile 1 vs. 4 p=0,015

Tabelle 3.19. TAFla/ai-Werte entsprechend der F1+2-Gruppe bei gesunden
Blutspendern.
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TAFla/ai
(ng/ml)

120

100 -

80 -

40 - A

20

0,2-0,5 0,6-0,9 1,0-1,3 >1,3 F1+2 (nmol/l)

Abbildung 3.9. TAFla/ai-Spiegel entsprechend der F1+2-Werte bei
gesunden Blutspendern.
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4 DISKUSSION

Die vendse Thromboembolie stellt ein sehr haufiges Ereignis weltweit dar und
betrifft jahrlich etwa 1 von 1000 gesunden Individuen. Die multifaktorielle
Genese dieser Erkrankung drlickt sich hierbei vor allem dadurch aus, dass bei
vielen der Betroffenen verschiedene pradisponierende genetische und / oder
umweltbedingte Risikofaktoren der vendsen Thrombose nachweisbar sind. So
konnten wir bei unseren Thrombosepatienten in fast zwei Drittel der Falle (65%)
eine genetisch bedingte Gerinnungsstérung nachweisen, die zumindest
mitursachlich fir die Thrombose gewesen sein dirfte. Dabei beeinflussen und
stéren die meisten genetischen Defekte insbesondere die normale Funktion der
natirlichen antikoagulatorischen Mechanismen, wie z.B. das Protein C- / S-
System. Da jeder genetische Defekt einen eigenstandigen Risikofaktor darstellt,
ist zu erwarten, dass Patienten mit multiplen Gerinnungsdefekten ein nochmals
erhéhtes Risiko fir venése Thromboembolien haben (Rosendaal FR 1997).
Immerhin 12% der Patienten unseres Thrombosekollektivs zeigten derartige
multiple genetisch bedingte Gerinnungsdefekte und wé&ren somit als
Hochrisikopatienten anzusehen. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass das
mediane Alter beim Auftreten der ersten Thrombose bei Patienten mit multiplen
Gerinnungsstérungen 4 Jahre niedriger lag, als bei den (brigen
Thrombosepatienten (medianes Alter 32 versus 36 Jahre). Diese Beobachtung
lasst sich sicherlich als Risikosteigerung im Sinne einer ,Summation® der
Gerinnungsstérungen deuten. Stellen vor diesem Hintergrund auch erhdhte
Faktor XI-Spiegel einen Risikofaktor der vendésen Thromboembolie dar und
waren damit nach dem oben gesagten entweder alleine, oder in Kombination
mit weiteren zugrundeliegenden Gerinnungsdefekten in der Lage, die klinische
Manifestation einer Thrombose zu beschleunigen? Dieser Zusammenhang und
die ihn begrindenden Wirkmechanismen waren Gegenstand dieser Arbeit.

83



DISKUSSION

4.1 Die Pravalenzen der thrombophilen Diathesen

4.1.1 Das Normalkollektiv

Untersuchungen zum Auftreten thrombophiler Diathesen innerhalb des
Normalkollektivs fuhrten wir lediglich fur die Faktor V Leiden-Mutation und den
Prothrombinpolymorphismus durch, da die Pravalenzen fir die Ubrigen in
unserer Arbeit behandelten Gerinnungsstérungen (z.B. Antithrombinmangel,
Protein C- / S-Mangel) auBerordentlich gering sind. Sie liegen je nach Studie
bei weit weniger als 1% (Tait RC 1991). Daher war eine statistische Auswertung
in dem uns zur Verfagung stehen Kollektiv nicht méglich.

Die Gesamtpravalenz der heterozygoten Faktor V Leiden-Mutation wird
in der Literatur je nach Abstammung mit 2 bis 16% angegeben (Rees DC,
1995), die der homozygoten Mutation mit 0,06 bis 0,25% (Dahlback B 1995).
Innerhalb unserer 420 gesunden Blutspender fanden wir 28 heterozygote
Mutationstrager, entsprechend einer Pravalenz von 6,5%. Ein homozygoter
Mutationstrager innerhalb dieses Kollektivs fand sich nicht. Diese Daten sind
somit mit den Ergebnissen anderer Autoren gut vereinbar. Die haufig zitierten
regionalen Unterschiede der Faktor V Leiden-Pravalenz konnten wir dabei nicht
nachweisen, da sich unser Kollektiv fast ausnahmslos aus dem Bereich
Unterfranken rekrutierte.

Ahnlich der Faktor V Leiden-Mutation unterliegt auch die Pravalenz des
Prothrombinpolymorphismus starken regionalen Schwankungen. Die Pravalenz
dieser Mutation in der Normalbevdlkerung wird in der Literatur mit 1 bis 4%
angegeben und scheint in sudlichen Regionen haufiger aufzutreten als im
Norden (Rosendaal FR 1998). Innerhalb unseres Blutspenderkollektivs fanden
wir eine Pravalenz von 3,3%, was mit diesen Daten recht gut Ubereinstimmt.
Der Mechanismus, Uber den diese Mutation zu einem erhdhten
Thromboserisiko fihrt, ist nicht abschlieBend geklart, er kdénnte jedoch in
erhéhten Plasmaspiegeln an Prothrombin begriindet sein.
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4.1.2 Das Thrombosekollektiv

Die angegebenen Pravalenzen der Faktor V Leiden-Mutation in Kollektiven mit
Thrombose in der Vorgeschichte schwanken in einem weiten Rahmen. Man
findet diese Mutation bei etwa 20% der Patienten eines unselektierten
Thrombosekollektivs (Rosendaal FR 1995; Koster T 1993) und in Uber der
Halfte der Thrombosepatienten mit hereditarer thrombophiler Diathese (Griffin
JH 1993). Dies betont den starken Einfluss der Patientenselektion auf die
Pravalenzangaben der Faktor V  Leiden-Mutation. In  unserem
Thrombosekollektiv aus 690 Patienten fanden sich 220 Mutationstrager,
entsprechend einer Pravalenz von 32%. Ebenso fir die weiteren getesteten
Gerinnungstérungen (Prothrombinpolymorphismus, Inhibitorenmangel, erhéhte
Faktor VIII-Spiegel, Antiphospholipid-Syndrom) fanden wir Pravalenzen, die den
bekannten Literaturangaben sehr &hnlich sind. Insgesamt zeigten 65% unserer
Thrombosepatienten einen der getesteten Defekte, in 12% der Félle traten
kombinierte Gerinnungsstérungen auf. Stets muss aber bedacht werden, dass
ein direkter Vergleich der Pravalenzen zwischen unterschiedlichen Studien nur

dann zuldssig ist, wenn dieselben Selektionskriterien zugrunde gelegt werden.
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4.2 Gerinnungsfaktor XI — Erkenntnisse und neue Fragen

Faktor XI stellt in-vitro eine Komponente innerhalb des intrinsischen
Gerinnungssystems dar. Erkenntnisse Uber die klinische Bedeutung von Faktor
Xl entstammen dabei v.a. Beobachtungen beim Auftreten von Faktor XI-
Mangel, Daten Uber erhbéhte Plasmaspiegel und ihr klinischer Bezug sind
deutlich sparlicher. So ist bekannt, dass Faktor XI-Mangel mit einer gewissen,
in ihrem AusmaB sehr variablen, Blutungsneigung assoziiert ist. Dass
andererseits der Mangel an z.B. Faktor Xll, nach der klassischen Vorstellung
Aktivator von Faktor Xl, nicht mit Blutungsstérungen einhergeht, hat dazu
geflhrt, nach alternativen Mechanismen der Faktor XI-Aktivierung (unabhangig
vom intrinsischen System) zu suchen. HeiBe Kandidaten in diesem
Zusammenhang sind Thrombin und eine Autoaktivierung von Faktor XI durch
bereits aktivierten Faktor Xla. Derartige Erkenntnisse lassen vermuten, dass die
Hauptaufgabe von Faktor XI weniger in der Initierung des Gerinnungsablaufs,
sondern vielmehr in der Konsolidierung des Gerinnsels nach bereits
stattgehabter Gerinnung zu suchen ist.

Ziel unserer Studie war es nun zunéachst, die Rolle von Faktor XI bei der
Thromboseentstehung naher zu beleuchten. Diese Fragestellung interessierte
uns um so mehr, als dass Faktor XI-Spiegel oberhalb der 90. Perzentile mit
einem zweifach Uber die Norm erhdhten Thromboserisiko einhergehen und
somit einen wichtigen Risikofaktor bei einem nicht unerheblichen Anteil der
Bevolkerung darstellen sollen (Meijers JC 2000). Spiegelt sich dabei die in-vitro-
Vorstellung des revised model of coagulation (Faktor Xl-abhangige
Thrombingenerierung und konsekutive Fibrinolysehemmung) auch in-vivo wider
und kann als Erklarung des erhdhten Risikos dienen? Kann ein hoher Faktor Xl
als ,neuer Risikofaktor hier Aufschluss bringen und wie ist dabei die Interaktion
mit weiteren, bekannten Risikofaktoren der venésen Thrombose? Unser
Interesse galt dabei insbesondere der Faktor V Leiden-Mutation, nicht zuletzt
wegen der Haufigkeit ihres Auftretens. Im Gegensatz zu Meijers et. al.

arbeiteten wir nicht mit Thrombosepatienten allgemein, sondern mit
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hochselektierten Patientenkollektiven. Eine direkte Vergleichbarkeit der
gefundenen Daten ist daher nur bedingt méglich.

Fir unsere Analysen selektierten wir aus einem Gesamt-
Thrombosekollektiv von 690 Patienten solche, die keinerlei thrombophile
Diathese erkennen lieBen, und solche, deren einziger Defekt eine Faktor V
Leiden-Mutation war. Jedem dieser beiden Patientengruppen standen alters-
und geschlechts-gematchte gesunde Blutspender als Kontrollkollektiv
gegenuber. GroBen Wert legten wir dabei auf die Vergleichbarkeit beider
Patientengruppen hinsichtlich ihres Alters, Geschlechts sowie ihres klinischen
Hintergrundes. Auch wurden in beiden Kollektiven mégliche StérgréBen und
Einflussfaktoren auf die Plasmaspiegel von Faktor Xl| ausgeschlossen. Die
sorgféltige Patientenselektion bildete dabei den Kernpunkt bei der

Zusammenstellung unserer Kollektive.

4.2.1 Faktor Xl als Risikofaktor der venosen Thrombose?

Wir konnten zeigen, dass Faktor XI-Spiegel oberhalb der 90. Perzentile bei
Tragern der Faktor V Leiden-Mutation mit einem 3,3-fach erhéhten Risiko flr
die Ausbildung einer venésen Thrombose verbunden sind (odds ratio= 3,3; 95%
Konfidenzintervall (KI): 1,3-8,1). Weiterhin konnten wir nachweisen, dass fir
diese Patienten eine klare Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen den Faktor XI-
Werten und dem Thromboserisiko besteht. Dabei berechneten wir die odds
ratio fur die Thromboseentstehung bei Faktor V Leiden-Tragern mit Faktor XI-
Spiegeln entsprechend der zweiten, dritten und vierten Quartile, jeweils
verglichen mit jenen der ersten Faktor Xl-Quartile. So ergab sich fiir die
Patienten der zweiten Faktor XI-Quartlie ein knapp zweifach Uber die Norm
erhdhtes Thromboserisiko (odds ratio= 1,87; 95% KI: 0,53-6,54). Fur Faktor V
Leiden-Trager mit Faktor XlI-Spiegeln entsprechend der dritten Quartile stieg
dieses Risiko auf das Dreifache an (odds ratio= 3,0; 95% KI: 1,007-8,94).
Patienten mit Faktor XI-Werten entsprechend der vierten Quartile lieBen,
verglichen mit jenen der ersten Faktor XI-Quartile, ein Uber achtfach erhdhtes

Risiko fur die Ausbildung einer ven6sen Thrombose erkennen (odds ratio=
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8,11; 95% KI: 3,0-21,8). Eine derart lineare Beziehung stellt dabei das
charakteristische Merkmal eines echten Risikofaktors dar.

Im Gegensatz dazu scheinen hohe Faktor XI-Spiegel bei Patienten ohne
thrombophile  Stérung  nicht mit einem  erhéhten Risiko einer
Thromboseentstehung assoziiert zu sein. Dies zeigte die Auswertung der Daten
unseres zweiten Patientenkollektives, der Thrombosepatienten ohne jeglichen
Gerinnungsdefekt. Innerhalb dieser Gruppe aus 116 Patienten waren Faktor XI-
Spiegel oberhalb der 90. Perzentile nicht mit einem gesteigerten
Thromboserisiko assoziiert (odds ratio= 1,3; 95% KI: 0,6-3,0). Einen Hinweis
auf diese Ergebnisse gab schon die Beobachtung, dass sich die medianen
Faktor Xl-Spiegel bei diesen Patienten kaum von denen einer gesunden
Vergleichspopulation unterschieden (91,2% vs. 88,0%). Auch lieB sich fir diese
Patienten kein der Faktor V Leiden-Situation vergleichbarer Dosis-Wirkungs-
Zusammenhang zwischen dem Faktor XI-Spiegel und dem Thromboserisiko
herstellen. Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen beiden
Patientengruppen sind dabei nicht durch andere Gerinnungsdefekte oder
erworbene Risikofaktoren fur die venése Thromboembolie zu erklaren, da diese
vorher sorgfaltig ausgeschlossen wurden. Auch waren beide Kollektive
hinsichtlich Alter, Geschlecht und Krankengeschichte vergleichbar, so dass
auch diese die unterschiedlichen Ergebnisse nicht erklaren kénnen.

Es scheint daher, dass hohe Faktor XlI-Spiegel keinen eigenstandigen
Risikofaktor fir die Ausbildung einer Thrombose darstellen, sondern ihr
thrombogenes Potential lediglich bei bereits zu Grunde liegenden
Gerinnungsdefekten, wie etwa einer Faktor V Leiden-Mutation entfalten. Unsere
Beobachtungen unterstitzen damit die Hypothese, dass das weite Spektrum
der klinischen Erscheinung ,Thrombose“ auf dem Zusammenwirken
verschiedener thrombophiler Defekte beruht, wohingegen der Einzeldefekt
selten zur klinischen Manifestation fiihrt. Ahnliche Schlussfolgerungen konnten
Libourel et. al. mittels einer Familienkohortenstudie an Faktor V Leiden-Tragern
ziehen (Libourel EJ 2002). Eine ven6se Thrombose trat bei Faktor V Leiden-
Tragern in knapp 18% auf, wenn eine begleitende Gerinnungsstérung vorlag.

Dagegen waren nur 1,6% der Mutationstrager klinisch auffallig, wenn es sich
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dabei um einen isolierten Defekt handelte. Fir Faktor VIII-Spiegel >150% und
TAFI-Werte oberhalb der 75. Perzentile konnten sie nachweisen, dass das
Zusammentreffen dieser Gerinnungsstérungen mit der Faktor V Leiden-
Mutation zu einer weiteren Steigerung des Thromboserisikos flhrt. Zwar konnte
diese Studie keine direkte Steigerung des Thromboserisikos flr das
Zusammentreffen von hohen Faktor XI-Werten mit der Faktor V Leiden-
Mutation nachweisen, dies fuhren die Autoren allerdings auf die geringe
Patientenzahl ihrer Studie zurlick. In der Zusammenschau ihrer Ergebnisse gibt
diese Arbeit aber einen deutlichen Hinweis auf eine multikausale
Thrombogenese.

Die Vorstellung der multikausalen Thrombogenese wird dadurch
gestltzt, dass wir in Familien mit Tendenz zur Thrombose haufig verschiedene
Gerinnungsdefekte gleichzeitig antreffen. So konnten Koeleman et. al. bei 19%
der symptomatischen Mitglieder einer Familie mit Protein C-Mangel gleichzeitig
eine Faktor V Leiden-Mutation nachweisen. Eine Thrombose trat bei Tragern
des kombinierten Defekts weitaus haufiger auf (73%) als bei Vorliegen lediglich
des Protein C-Mangels (36%) oder der Faktor V Leiden-Mutation (10%)
(Koeleman BP 1994). Vergleichbare Daten liegen auch fir den
Prothrombinpolymorphismus (Zéller B 1999), den Protein S- (Zéller B 1995) und
Antithrombinmangel vor (van Boven HH 1996). Aber nicht nur angeborene
Gerinnungsdefekte wirken synergistisch bei der Thrombogenese zusammen.
Da einige dieser Defekte auch in der gesunden Bevdlkerung recht haufig sind,
ist ein zufélliges Zusammentreffen dieser mit erworbenen Risikofaktoren sicher
keine Seltenheit. Auch hier kommen klare Hinweise auf synergistische Effekte
aus Studien an thrombophilen Familien, bei denen besonders hohe
Thromboserisiken wéahrend Schwangerschaft und Wochenbett (Gerhardt A
2003) sowie durch Gebrauch von oralen Kontrazeptiva (Rintelen C 1996;
Pabinger | 1994) bei Frauen mit Faktor V Leiden- Mutation, Protein C- / S- und
Antithrombinmangel gefunden wurden. In einer Vielzahl von Studien an
unselektierten Patientinnen mit Thrombosen wahrend der Schwangerschaft
wurde eine Faktor V Leiden-Mutation weitaus haufiger gefunden als in der
Durchschnittsbevélkerung (McColl MD 1997; Bokarewa MI 1996; Hirsh DR
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1996; Hellgren M 1995). Die deutlichsten Hinweise auf die Multikausalitat der
Thrombogenese kommen allerdings von Erkrankungsfallen bei Kindern. Ganz
davon abgesehen, dass Thrombosen an sich im Kindesalter ausgesprochen
selten sind, findet man bei Kindern mit Thrombose haufig drei oder mehr
Risikofaktoren gleichzeitig. Bei 25-30% der Kinder mit Thrombose sind Protein
C-, Protein S- oder Antithrombinmagel beschrieben worden, die Thrombose trat
allerdings erst dann auf, als zusatzliche Risikofaktoren hinzukamen (i.v.-
Katheter, schwere Krankheit, etc.) (Nuss R 1995; Andrew M 1994). All dies
kann als Beispiel fir eine Gen-Gen- bzw. Gen-Umwelt-Interaktion bei der
Thromboseentstehung aufgefasst werden. lhre Genese scheint multikausal
bedingt. Dagegen ist die Rolle singuldrer Gerinnungsdefekte bei der
Thrombogenese bei weitem nicht so groB, wie man zunachst glaubte, als die
genetischen Grundlagen der Thrombophilie erkannt wurden und man die
Thrombose als Einzel-Gen-Defekt verstand (Broekmans AW 1983).

Wir konnten nun zeigen, dass auch die Wirkung von Faktor XlI als
isolierter Gerinnungsdefekt nicht Uberbewertet werden darf. Unseren
Ergebnissen zufolge scheint ein hoher Faktor XI erst in Kombination mit
anderen  Defekten thrombogenes Potential zu entwickeln. Diese
Beobachtungen widersprechen in gewisser Weise denen Meijers et al., die
hohe Faktor XI-Spiegel als eigenstandigen Risikofaktor identifizierten und eine
Interaktion mit einer Faktor V Leiden-Mutation nicht nachweisen konnten
(Meijers JC 2000). Allerdings flhrten Meijers et. al. ihre Untersuchungen im
Gegensatz zu uns an einem unselektierten Thrombosekollektiv der Leiden
Thrombophilia Study durch. Dieses Kollektiv umfasst 473 Thrombosepatienten
mit den unterschiedlichsten thrombophilen Diathesen und Kombinationen
dieser. Ebenso sind Grunderkrankungen, Medikamente etc. der
eingeschlossenen Patienten nicht hinreichend erfasst und bei der Auswertung
beriicksichtigt. Nur einige dieser ,Defekte” wurden (lediglich rechnerisch)
ausgeschlossen, eine praanalytische Selektionierung der Patienten hat nicht
stattgefunden. Somit lieBe sich die beschriebene thrombogene Wirkung hoher

Faktor XI-Spiegel durchaus durch das gleichzeitige Auftreten anderer
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Gerinnungsstdérungen  oder Interaktionen mit  Grunderkrankungen der

betreffenden Patienten erklaren.
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4.3 Die Prothrombinfragmente F1+2 und ihre klinische
Relevanz

Hyperkoagulabilitat lasst sich biochemisch definieren als ein Zustand der
prokoagulatorischen Imbalance aufgrund einer erhéhten Gerinnungsaktivitat,
aber ohne laborchemische oder gar klinische Zeichen einer Thrombose (Bauer
KA 1987). Mittels der sogenannten Aktivitdtsmarker der Gerinnung lasst sich
ein solches Geschehen allerdings nachweisen. Die Prothrombinfragmente
F1+2, die bei der Konversion von Prothrombin zu Thrombin entstehen, sind
dabei die wohl bekanntesten Vertreter der Gruppe von Aktivitatsmarkern. Die
Hoéhe ihrer Plasmaspiegel hangt dabei nicht nur vom Gerinnungsgeschehen an
sich, sondern auch von einer ganzen Reihe von Erkrankungen und
Lebensumstanden ab (siehe Abschnitt 1.3.1.2).

Eine Vielzahl verschiedener Studien konnte zeigen, dass die
Aktivitdatsmarker bei Patienten mit stattgehabter Thrombose Uber langere Zeit
erhdht sind, was einen Hinweis auf eine andauernde Gerinnungsaktivierung bei
diesen Patienten gibt. Auch scheint das bloBe Vorliegen einer hereditéren
Gerinnungsstérung mit einer Verschiebung des Gerinnungsgleichgewichts hin
zur Hyperkoagulabilitdt einher zu gehen (Gouin-Thibault 1 2002; O'Donnell J
2001; Martinelli 1 1996; Simioni P 1996; Zéller B 1996). Diese Beobachtungen
wollten wir nun an unseren hochselektierten Thrombosekollektiven unter
Ausschluss bekannter Einflussfaktoren erneut Uberprifen. Vor dem Hintergrund
der bereits fir die in-vitro-Situation nachgewiesenen Interaktion zwischen
Faktor XI und der Thrombinbildung sollte die Frage geklart werden, ob auch in-
vivo hohe Faktor XI-Spiegel zu einer gesteigerten Gerinnungsaktivierung
flhren. Dies kdnnte einen Hinweis auf den Wirkungsmechanismus erhdhter
Faktor XI-Spiegel geben. Auf diese Frage wird insbesondere im Kapitel 4.5
genauer eingegangen. Dartber hinaus zielte unsere Fragestellung auf einen
potentiellen klinischen Nutzen der Aktivitdtsmarker-Bestimmung ab, etwa bei

der Identifikation von Individuen mit erhdhtem Thromboserisiko.
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4.3.1 Thrombingenerierung im Normalkollektiv

Der Referenzbereich fur die Prothrombinfragmente F1+2 in dem von uns
verwendeten Test wird mit 0,4 bis 1,1 nmol/l angegeben. Unsere Blutspender
zeigten mediane F1+2-Werte von 0,7 nmol/l und liegen somit gut im
angegebenen Normalbereich. Lediglich knapp 8% der Kontrollen zeigten F1+2-
Spiegel oberhalb von 1,1 nmol/l. Leider gibt es in der verdffentlichten Literatur
wenige Angaben zu absoluten F1+2-Werten innerhalb der gesunden
Bevdlkerung.  Derartige  Normalkollektive  dienen  meist nur als
Vergleichsgruppen zu den eigentlich zu untersuchenden Patienten. In den
seltensten Fallen ist das gesunde Kollektiv im Speziellen Gegenstand der
Analysen. So ist es nicht verwunderlich, dass Angaben zu Kontrollgruppen bzw.
einem Normalkollektiv meist sehr spérlich sind. Hinzu kommt noch, dass gerade
die Prothrombinfragmente F1+2 einer Vielzahl von Einflussfaktoren und
StoérgréBen unterliegen (siehe Abschnitt 1.3.1.2), was es um so schwieriger
macht, valide Vergleichswerte zu erhalten. Lediglich Gouin-Thibault beschreibt
far ein aus 41 Personen bestehendes Kontrollkollektiv (ndhere Angaben fehlen)
durchschnittliche F1+2-Spiegel von 0,8 nmol/l (Gouin-Thibault 1 2002). Bei
O’Donnell (O'Donnell J 2001) zeigten 6% gesunder Blutspender, bei Martinelli
(Martinelli 1 1996) 4% der Kontrollen F1+2-Werte oberhalb des oberen
Grenzwertes von 1,1 nmol/l, bzw. 1,58 nmol/l. Mit diesen Angaben waren
unsere Ergebnisse durchaus in Einklang zu bringen, wobei nochmals betont
werden muss, dass eine direkte Vergleichbarkeit der Kontrollkollektive nicht

gegeben war.

4.3.2 Thrombingenerierung bei Thrombosepatienten

In unserem unselektierten Gesamtkollektiv an Thrombosepatienten (bestehend
aus 456 Patienten) fanden wir mediane F1+2-Werte von 0,9 nmol/l. 29% dieser
Patienten zeigten Werte, die die obere Normgrenze von 1,1 nmol/
Uberschritten. Obwohl unsere beiden selektierten Thrombosekollektive, die
reinen Faktor V Leiden-Trager und die nicht-thrombophilen Patienten, mit 0,8
bzw. 0,9 nmol/l vergleichbar hohe durchschnittliche F1+2-Spiegel zeigten, lagen
doch deutlich weniger Patienten auBerhalb der Normwerte fir F1+2: bei den
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Mutationstragern hatten 17%, bei den nicht-thrombophilen Patienten 20%
F1+2-Werte oberhalb von 1,1 nmol/l. Diese Beobachtung betont erneut die
starke Abhangigkeit der Ergebnisse bezlglich der Aktivitatsmarker von der
Patientenselektion.

Vergleicht man nun diese Ergebnisse mit anderen Studien, so liegen die
von uns gefundenen absoluten F1+2-Spiegel fir Thrombosepatienten meist
unter den dort zu findenden Angaben. So zeigten Martinelli et. al. bei
heterozygoten Faktor V Leiden-Tragern mit stattgehabter Thrombose mediane
F1+2-Spiegel von 1,39 nmol/l, allerdings arbeitete diese Studie mit einer
deutlich geringeren Fallzahl (Martinelli 1 1996). Ebenso fanden Kyrle et. al.
sowohl bei nicht-thrombophilen = Thrombosepatienten, als auch bei
symptomatischen Faktor V Leiden-Tragern héhere absolute Konzentrations-
bereiche der Aktivitditsmarker als wir (jeweils zwischen 1,1 und 1,3 nmol/l)
(Kyrle PA 1997). Lediglich O’Donnell fand in einem unselektierten
Thrombosekollektiv mediane F1+2-Spiegel von 0,87 nmol/l, die unseren Werten
vergleichbar sind (O’Donnell 2001). Diese Differenzen in den absoluten
Konzentrationsangaben, sind sicherlich durch unterschiedliche Teilnehmer-
zahlen und Selektionskriterien der verschiedenen Arbeiten erklarbar. Dabei wird
deutlich, dass eine grundliche Patientenselektion unter AusschluB méglichst
aller Einflussfaktoren auf die Prothrombinfragmente die gefundenen medianen
F1+2-Werte im Allgemeinen sinken lasst.

Dartiber hinaus berichten die 0.g. Studien, sowie eine weitere Arbeit von
Zoller et. al., Gber signifikant hdhere Aktivitatsmarker in einem groBen Teil der
Patienten mit Resistenz gegen aktiviertes Protein C, verglichen mit ihren
asymptomatischen Familienmitgliedern bzw. gesunden Kontrollen (Zéller B
1996). Der Zusammenhang zwischen der Thrombingenerierung und dem
Vorliegen von bekannten thrombophilen Gerinnungsstérungen scheint somit gut
dokumentiert (Bauer KA 1988; Mannucci PM 1992). Ubereinstimmend mit
diesen Daten konnten auch wir bei 17% der Faktor V Leiden-Trager F1+2-
Werte oberhalb der oberen Normgrenze nachweisen. Im Vergleich dazu lieBen
jedoch nur 8,5% der gesunden Kontrollen pathologisch erhdhte Aktivitatsmarker

erkennen. Obwohl dieser Unterschied zwischen beiden Kollektiven nicht
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signifikant ist, so zeigen doch die Trager hereditarer Gerinnungsdefekte
Anzeichen einer Uber das normale MaB erhéhten Gerinnungsaktivierung.

Im Gegensatz zu thrombophilen Patienten ist bisher wenig Gber das MaB
der Gerinnungsaktivierung bei Patienten bekannt, bei denen sich kein
definierter thrombophiler Defekt nachweisen lasst. Interessanterweise fanden
wir bei dieser Patientengruppe noch hdhere mediane F1+2-Werte als bei
unseren Faktor V Leiden-Tragern. Da weitere Gerinnungsstérungen
(Inhibitorenmangel, Antiphospholipid-Syndrom etc.) sowie Einflussfaktoren auf
die Aktivitatsmarker (maligne Erkrankungen, Schwangerschaft etc.) in beiden
Patientengruppen gleichsam ausgeschlossen waren, scheiden diese als
Erklarung der beobachteten Unterschiede aus. Unsere Ergebnisse legen somit
die Vermutung nahe, dass sich nicht nur bei Thrombosepatienten mit
bekannten Gerinnungsstérungen, sondern auch bei solchen, bei denen wir
keine thrombophilen Defekte nachweisen konnten, ein Uber das normale MafB
aktiviertes Gerinnungssystem finden lasst. Hyperkoagulabilitat ist somit kein
Merkmal, welches ausschlieBlich thrombophile Patienten charakterisiert,
sondern tritt auch bei einem beachtlichen Teil (scheinbar) nicht-thrombophiler
Thrombosepatienten auf. Nicht untersuchte oder (noch) nicht identifizierte
Gerinnungsstérungen waren eine mogliche Erklarung. So gilt etwa
Hyperhomozysteinamie seit einiger Zeit als Risikofaktor flr arterielle und
vendse Thrombosen und soll bei bis zu 20% der Thrombosepatienten
nachweisbar sein (den Heijer M 1996; Fermo | 1995). Allerdings fehlen bisher
valide Angaben Uber das AusmaB der Gerinnungsaktivitét bei diesen Patienten.
Daher lasst sich nicht ausschlieBen, dass die bei unseren nicht-thrombophilen
Patienten nachgewiesene Gerinnungsaktivierung teilweise auf diese oder eine
andere bisher unidentifizierte hamostaseologische Stérung zurlickzufihren ist.
Jedenfalls passen unsere Ergebnisse diesbezlglich gut zu einer von Kyrle et.
al. durchgefiihrten Studie Uber die Hohe der Prothrombinfragmente bei Faktor V
Leiden-Tragern und nicht-thrombophilen Patienten (Kyrle PA 1997).
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4.3.3 Erhohte Aktivitatsmarker als Hinweis auf ein erh6htes

Thromboserisiko?

Da thromboembolische Ereignisse eine haufige Ursache von Morbiditat und
Mortalitdt innerhalb der BevlOlkerung darstellen, ware es von groBBem
medizinischen Interesse, einen ,Marker“ zu besitzen, mit dem sich Patienten mit
erhdhtem Thromboserisiko identifizieren lieBen. In diesem Zusammenhang
stellt sich die Frage, ob vielleicht die Prothrombinfragmente F1+2 als bekannter
Marker einer Ubergerinnbarkeit des Blutes in direkter Beziehung zum
Thromboserisiko bisher nicht symptomatischer Individuen stehen. Verglichen
wir jedoch die F1+2-Werte unserer Patientenkollektive mit denen
entsprechender alters- und geschlechts-gematchter Blutspender, so lieBen sich
keine signifikanten Unterschiede nachweisen (mediane F1+2-Werte 0,7 nmol/l
versus 0,8 nmol/l). Ob sich daraus bzgl. des Kklinischen Nutzens der
Aktivitdtsmarker allgemeingliltige Schlisse ziehen lassen, muss fraglich
bleiben, da wir mit stark vorselektionierten Patientenkollektiven arbeiteten.
Allerdings schwankten selbst bei gesunden Individuen die F1+2-Spiegel in
einem so weiten Rahmen (0,4 bis 1,8 nmol/l), dass im Einzelfall valide
Aussagen Uber den Zusammenhang zwischen der HOhe der Aktivitatsmarker
und dem Thromboserisiko sicher nicht méglich sind. Aber nicht nur im Bezug
auf das Thromboserisiko scheint die Aussagekraft der Aktivitatsmarker
eingeschrankt zu sein. Der Vergleich der F1+2-Spiegel zwischen thrombophilen
und nicht-thrombophilen Thrombosepatienten zeigte namlich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede. Somit dirfte die Héhe der Aktivitdtsmarker auch
keinen eindeutigen Hinweis auf das Vorliegen einer thrombophilen Diathese
geben.

Die F1+2-Werte scheinen daher als zuverldssige Screening-Marker fur
noch nicht erkannte thrombophile Stérungen oder zur Identifikation eines
gesteigerten Thromboserisikos von eingeschrankter Bedeutung zu sein. Diese
Befunde werden durch Untersuchungen anderer Autoren bestatigt (Kyrle PA
1997; Martinelli | 1996; Boneu B 1991).

96



DISKUSSION

4.4 Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI)

Wéhrend der normalen Hamostase besteht eine Balance zwischen Gerinnung
und Fibrinolyse. Stérungen dieses labilen Gleichgewichts kdnnten einerseits in
einer verstarkten Blutungsneigung, andererseits in einer Tendenz zur
Thrombose resultieren. Aktiviertes Protein C als Endprodukt des wichtigsten
antikoagulatorischen Protein C-Weges (Dahlback B 1995; Esmon CT 1995)
spielt dabei durch seine gerinnungshemmende (Vehar GA 1980; Kisiel W 1977)
und gleichzeitig profibrinolytische Wirkung (Bajzar L 1993) eine besondere
Rolle bei der Aufrechterhaltung dieses Gerinnungsgleichgewichts. Bajzar et. al.
konnten ein Plasmaprotein isolieren, welches durch Thrombin aktiviert wird und
in dieser Form als potenter Inhibitor der Fibrinoyse wirkt (Bajzar L 1995). Dieses
Protein, genannt ,thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)“, stellt somit
das Bindeglied zwischen Gerinnung und Fibrinolyse dar. TAFI kann durch
trypsin-verwandte Enzyme, etwa Thrombin oder Plasmin, zu TAFla aktiviert
werden (Bajzar L 1995; Eaton DL 1991). Die Kinetik dieser thrombinabh&ngigen
Aktivierung ist in hohem MaBe vom Kofaktor Thrombomodulin (TM) abhangig
(Bajzar L 1996).

Wéhrend noch weitestgehend unklar ist, welche Rolle TAFI bei der
Thrombogenese spielt, scheinen die in-vitro-Zusammenhénge bzgl. TAFI durch
zahlreiche Studien gut dokumentiert. So konnte fir die in-vitro-Situation gezeigt
werden, dass bereits kleine Mengen an Faktor XI (<0,01% der Faktor XI-
Aktivitat im Normalplasma) die Fibrinolyse zu hemmen vermdgen (von dem
Borne PA 1995). Der Mechanismus hinter dieser Hemmung soll dabei auf einer
Faktor Xl-abhangigen TAFI-Aktivierung beruhen (von dem Borne PA 1997). In
Analogie zu diesen in-vitro-Beobachtungen interessierten uns nun die in-vivo
Bedeutung von TAFI und die Zusammenhange zwischen Faktor Xl, der
Thrombingenerierung und dem Grad der TAFI-Aktivierung. Lasst sich dabei
auch klinisch eine vergleichbare Korrelation zwischen diesen drei Parametern
herstellen, was wiederum Aufschlisse Uber den Wirkungsmechanismus von
Faktor XI geben kdnnte? Auf diese Frage soll insbesondere im Kapitel 4.5

eingegangen werden.
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4.4.1 TAFI-Funktion im Fibrinolytischen System

Nach Bildung eines Fibringerinnsels wird das fibrinolytische System aktiviert,
wenn Plasminogen und tPA an der Oberflache des Fibrinmolekils binden.
Diese Bindung wird Uber spezifische C-terminale Lysinreste vermittelt (Fleury V
1991; Christensen U 1985) und fiihrt zur Entstehung eines Komplexes mit
hoher katalytischer Aktivitat bei der Plasminbildung. Plasmin wiederum baut
Fibrin ab, wobei erneut C-terminale Lsyinreste freigelegt werden, die ihrerseits
zu weiterer Plasminbildung fihren. TAFla wirkt in diesem Zusammenhang
antifibrinolytisch, indem es die C-terminalen Lysinreste des Fibrinmolekdls
abspaltet und dadurch die Plasminaktivierung supprimiert (Wang W 1998;
Bajzar L 1995; Redlitz A 1995).

Erste Hinweise auf die in-vivo-Funktion des endogenen Gerinnungswegs
und von TAFI im fibrinolytischen System stammen von einem experimentellen
Thrombosemodell (Minemma MC 1998). Die Inkorporation von anti-Faktor XI-
Antikdrpern oder eines Carboxypeptidase-Inhibitors (spezifischer TAFla-
Inhibitor) in einen Jugularvenenthrombus flihrte zu einer 2-fach gesteigerten
Thrombolyse, verglichen mit Kontrollantikdrpern. Andere Hinweise auf die
Bedeutung von TAFI in-vivo stammen aus Studien zur thrombolytischen
Therapie. So konnte bei Hunden mit koronararteriellen Thrombosen wahrend
der thrombolytischen Therapie mit t-PA die TAFla-Bildung nachgewiesen
werden (Redlitz A 1996). Wahrend der Streptokinase-Therapie bei Herzinfarki-
Patienten zeigte sich schon bald nach Therapiebeginn ein Anstieg der TAFla-
Spiegel, was auf eine plasminvermittelte TAFI-Aktivierung hinweist. Viele
Studien konnten zeigen, dass die Empfindlichkeit eines Thrombus fir die
Fibrinolyse stark durch TAFI beeinflusst wird. Sowohl in einem arteriellen, als
auch in einem vendésem Thrombosemodell bei Kaninchen, flhrte die TAFI-
Hemmung zu einer Beschleunigung der tPA-vermittelten Thrombolyse
(Nagashima M 2000; Refino CJ 2000; Klement P 1999).
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4.4.2 TAFla/ai-Spiegel bei Faktor V Leiden-Tragern und
Kontrollen

Sowohl bei unseren Faktor V Leiden-Tragern, als auch bei den Blutspendern
schwankten die gemessenen TAFla/ai-Spiegel in einem weiten Rahmen
(zwischen 30,7 und 135,7 ng/ml). Ahnliche Beobachtungen konnten auch
andere Autoren mit TAFI-Antigen machen (Chetaille P 2000; Schatteman KA
1999; Mosnier LO 1998). Als Ursache fiir diese interindividuellen
Schwankungen wird oftmals die starke genetische Determinierung der TAFI-
Antigen-Spiegel angesehen. Des weiteren konnten wir feststellen, dass der
mediane TAFla/ai-Spiegel bei den Mutationstragern mit Thrombose in der
Vorgeschichte mit 63,2 ng/ml etwa 10% hoher lag als der der gesunden
Blutspender (57,5 ng/ml). Diese Unterschiede in den TAFla/ai-Werten kénnten
einen indirekten Hinweis auf den Pathomechanismus geben, welcher der
thrombotischen Tendenz zugrunde liegt, die wir vielfach bei Faktor V Leiden-
Tragern finden. Auf die genauen Zusammenhénge der Interaktion zwischen der
Faktor V Leiden-Mutation und den TAFla/ai-Werten wird in Kapitel 4.5
eingegangen.

4.4.3 TAFI-Hemmung als therapeutische MaBnahme?

Obwohl klinische Daten tber den Effekt von TAFI in-vivo zur Zeit noch sparlich
sind, erscheint es doch vielversprechend, TAFI als einen therapeutischen
Angriffspunkt in akuten und chronischen Gerinnungssituationen anzusehen.
Falls TAFI in-vivo tatsachlich eine Rolle bei der Regulation der Balance
zwischen Gerinnung und Fibrinolyse spielt, kénnte eine TAFI-Hemmung den
absoluten Wert der Plasminogen-Aktivierung erhéhen und somit das
Gleichgewicht hin zur Fibrinauflésung schieben. Dieser Effekt ware sicherlich
fur Patienten mit pradisponierenden Faktoren flr eine Thromboseentstehung
interessant, die ansonsten mit Aspirin bzw. Antikoagulantien behandelt werden
missten, um ihrer pathologischen Ubergerinnbarkeit adaquat zu begegnen. Als
Alternative oder in Erganzung zu bisherigen Antikoagulantien kénnte ein TAFI-
Inhibitor die endogenen thrombolytischen Kréafte aktivieren und damit den

BlutfluB aufrechterhalten. Da TAFI andererseits die Fibrinolyse nur verzégert
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und nicht komplett hemmt, wirde aus einer TAFI-Modulation bestimmt kein
alles-oder-nichts-Effekt resultieren. Die Plasminbildung lieBe sich somit
gewissermaBen titrieren. Bei akuten Gerinnungsereignissen, wie etwa einem
Herzinfarkt, kénnte ein TAFI-Inhibitor seine thrombolytische Aktivitat
vergleichsweise spezifisch entfalten. Da die Halbwertszeit von aktiviertem
TAFla bei Korpertemperatur nur bei etwa 10 Minuten liegt (Boffa MB 2000;
Marx PF 2000), ware moglicherweise ein neu entstandener Thrombus mit noch
hoher TAFla-Aktivitat ein bevorzugter Angriffspunkt flr eine thrombolytische
Behandlung mittels eines TAFI-Inhibitors. Auch wirde die sehr kurze
Halbwertszeit von TAFla die Steuerbarkeit eines entsprechenden Medikaments
positiv beeinflussen. Im Vergleich dazu wére eine alter Thrombus mit nur noch
geringer TAFla-Aktivitdt (bedingt durch die kurze Halbwertszeit) weniger
empfanglich fur die akute Wirkung von TAFla-Hemmern. Allerdings kénnte eine
Langzeit-Hemmung von TAFla den steady-state des fibrinolytischen Systems
erhéhen und den Kérper dadurch in eine bessere Ausgangssituation fir den
endogenen Abbau von Gerinnseln versetzen.

Fur den Effekt von TAFI-Inhibitoren auf die Fibrinolyseparameter in-vivo
gibt es bereits erste Ergebnisse. Klement et. al. arbeiteten dabei mit New
Zealand-Kaninchen, in deren Korperschlagadern sie durch wiederholte
Ligaturen kinstlich akute Thrombosen erzeugten (Klement P 1999). Im
folgenden studierten sie den Effekt eines kinstlichen TAFla-Inhibitors
(Carboxypeptidase-Inhibitor aus Tomaten) im Vergleich zu Gewebe-
Plasminogenaktivator (tPA) im Hinblick auf die Thrombolyse sowie auf ein
maoglicherweise damit einhergehendes gesteigertes Blutungsrisiko. Sie fanden
dabei, dass der Einsatz des TAFla-Inhibitors im Vergleich zu tPA zu einer 3,7-
fach schnelleren Thrombolyse fuhrte. Ein gesteigertes Blutungsrisiko hingegen
korrelierte nur mit der Dosis des verwendeten tPA, wohingegen die TAFla-
Hemmung nicht zu vermehrter Blutung fUhrte. Folgt man diesen Ergebnissen,
so scheint die Verwendung von TAFla-Inhibitoren eine sehr effiziente und
vergleichsweise sichere Methode der Thrombolyse zu sein. Zum besseren
Verstandnis der Rolle von TAFla-Inhibitoren unter physiologischen

Bedingungen und letztendlich ihrem sicheren klinisch Einsatz sind allerdings
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noch eine Vielzahl von Studien zu ihrem gerinnungsbeeinflussenden Potential

und ihrer therapeutischen Breite notig.
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4.5 Die Interaktion zwischen TAFI und der Faktor V Leiden-
Mutation, der Thrombingenerierung und Faktor XI im
Gerinnungsablauf

Obwohl in-vitro-Experimente zeigen konnten, dass eine Faktor Xl-abhangige

TAFI-Aktivierung hemmenden Einfluss auf die Fibrinolyse nimmt (von dem

Borne PA 1995 und 1997), ist weiterhin unklar, welche Rolle TAFI in-vivo spielt.

Die Plasmaspiegel an aktiviertem TAFI sind bei Lebererkrankungen erniedrigt

(van Thiel DH 2001), bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte man

hingegen erhdhte Werte feststellen (Silveira A 2000). Dartber hinaus berichten

van Tilburg et. al., dass erhéhte TAFI-Spiegel einen moderaten Risikofaktor flr
die Ausbildung einer Thrombose darstellen (van Tilburg NH 2000). Gleichzeitig
steht die Vermutung im Raum, dass der profibrinolytische Effekt von aktiviertem

Protein C ebenfalls Gber TAFI vermittelt ist, und zwar derart, dass der Protein

C-Weg die Thrombinbildung hemmt und somit die Aktivierung von TAFI

verhindert. Folgt man diesen Vermutungen, so scheint es eine Verbindung

zwischen dem intrinsischen Gerinnungssystem, der Thrombinbildung,
aktiviertem Protein C und TAFI zu geben. Um diesem Sachverhalt auf den

Grund zu gehen, untersuchten wir die Plasmaspiegel an TAFla/ai (aktive und

inaktivierte aktive Form von TAFI) bei symptomatischen Tragern der Faktor V

Leiden-Mutation im Vergleich zu gesunden Blutspendern, jeweils in

Abhéangigkeit von den Faktor XI-Spiegeln und der Thrombinbildung. Fir die

Analysen nutzten wir einen neu entwickelten und von uns leicht modifizierten

TAFI-ELISA, der sowohl aktiviertes TAFI (TAFla), als auch bereits wieder

inaktiviertes TAFI (TAFlai) misst. Dieses Vorgehen ist nétig, da die

Halbwertszeit von TAFla bekannterweise sehr gering ist und somit seine

alleinige Bestimmung nur eine Momentaufnahme darstellen wirde. Die

Erfassung der Gesamtmenge an aktiviertem TAFI ware so nicht méglich.
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4.5.1 Die Rolle des intrinsischen Gerinnungssystems bei der
Regulation der Fibrinolyse in-vitro

Die thrombinvermittelte TAFI-Aktivierung legt die Vermutung nahe, dass das
Gerinnungssystem eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Fibrinolyse
spielt und folglich Veranderungen der Thrombinbildung zu einem gestorten
Ablauf der Fibrinolyse fiihnren. Diese Uberlegungen haben letztlich zur
Hypothese des ,revised model of coagulation® gefiihrt (Gailani D 1991; Naito K
1991). Nach diesem Modell ist die Intaktheit des intrinsischen Systems
Vorraussetzung, um die Fibrinolyse (via Thrombinbildung und TAFI-Aktivierung)
zu hemmen. Die in der Folge durchgefiihrten in-vitro-Studien konnten diese
Vorstellungen stitzen. So konnte gezeigt werden, dass unter in-vitro-
Bedingungen Faktor XI die Lysezeit eines Gerinnsels deutlich verlangern kann,
Faktor XI also inhibitorisch auf die Fibrinolyse einwirkt und dieser Effekt via
TAFI vermittelt wird (von dem Borne PA 1995 und 1997).

— Vlla-TF (extrinsisches System)

TFPI
A

—————— Xa+tV — Xa-VIl|

(intrinsisches
System)

TAF| <@ Thrombin ——> Xla

Fibrinolyse --------------- » Fibrin

Abbildung 4.1. Das ,revised model of coagulation”.

(TM= Thrombomodulin; TFPI= tissue factor pathway inhibitor; P aktiviert; ~~~ P baut
ab; 4‘ hemmt)
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Sowohl fur die Hemmung der Fibrinolyse, als auch fur die Aktivierung von TAFI
werden im experimentellen Gerinnungsablauf supraphysiologische Thrombin-
konzentrationen bendtigt (zwischen 500 und 2100 nmol/l) (Boffa MB 1998), im
Gegensatz zu geringen Thrombinmengen, die fir die Fibrinbildung ausreichen
(20 nmol/l). Nach dem revised model of coagulation werden derart hohe
Thrombinkonzentrationen durch eine Faktor Xl-abhangige Feedback-Schleife
generiert. Parallel dazu steigt auch der TAFI-vermittelte antifibrinolytische Effekt
(von dem Borne PA 1995). Dieses Phanomen lasst sich mit einer andauernden
Faktor Xl-vermittelten Thrombingenerierung und folglichen TAFI-Aktivierung
entsprechend dem oben gezeigten Modell erklaren. Die Vorstellung eines
direkten Zusammenhangs zwischen Faktor Xl-abh&ngiger Thrombinbildung,
TAFI-Aktivierung und dadurch ausgeldster Fibrinolysehemmung begrindet sich
allerdings auf einem rein experimentellen Modell.

Basierend auf diesen Befunden wollten wir fir unsere hochselektierten
Patientenkollektive prifen, ob sich die Vorstellung einer Faktor Xl-induzierten
(thrombinvermittelten) Fibrinolysehemmung letztlich auch in-vivo zeigt. Diese
Untersuchungen fihrten wir mit den Faktor V Leiden-Tragern (und ihre
Kontrollen) durch, fir die wir den Zusammenhang zwischen Faktor XI und der

Thrombingenerierung bereits aufzeigen konnten.

4.5.2 Die Interaktion zwischen Faktor Xl und der Faktor V
Leiden-Mutation bei der Thrombogenese

Das oben gezeigte Gerinnungsmodell beschreibt eine Rickkopplungsschleife

zwischen Thrombin, Faktor Xl, dem Faktor IXa-VIll-Komplex und dem

Prothrombinase-Komplex (Faktor Xa + V) zurick zu Thrombin. Es ist leicht

nachzuvollziehen, dass diese Schleife vor allem dann besonders gut ablauft,

wenn folgende Vorraussetzungen erfillt sind:

1. Es missen alle Komponenten des Feedback-Loop in ausreichender
Konzentration im Plasma vorliegen, d.h. es darf kein Mangel an diesen
Faktoren bestehen.

2. Keine der beteiligten Komponenten darf in nennenswertem MaBe durch
einen Inhibitor blockiert sein.
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Nun liegt aber physiologischerweise im Plasma gesunder Individuen ein
derartiger Inhibitor vor, der in diesen Ruckkopplungsmechanismus eingreift:
aktiviertes Protein C (APC). Dieses Protein ist in der Lage, die Wirkung von
aktiviertem Faktor V (Va) zu hemmen und dadurch den Gerinnungsablauf zu
bremsen. Es ist gemaB dieses Gerinnungsmodells sicherlich vorstellbar, dass
durch die APC-Wirkung auch der Durchlauf der Feedback-Schleife
beeintrachtigt wird. APC wéare somit indirekt in der Lage, die Faktor XI-Wirkung
innerhalb dieser Schleife zu hemmen und damit die gesamte Schleife zu
bremsen. Dagegen ist zu vermuten, dass bei defektem Protein C-Weg dieser
Feedback-Mechanismus ungebremst ablaufen kann, was in einer gesteigerten
Thrombinbildung mit evil. konsekutiv gesteigertem Thromboserisiko resultieren
kénnte. Dieser defekte Protein C-Weg ist das pathophysiologische Korrelat der
Faktor V Leiden-Mutation. Folgerichtig kénnte bei intaktem APC-Weg die
Wirkung eines isoliert erhdhten Faktor XI durch die Hemmung von Faktor Va
kompensiert werden, wodurch sein thrombogenes Potential regelrecht
,=ausgebremst® wirde und die Funktion der Feedback-Loop innerhalb des
Gerinnungsablaufs an Einfluss verliert. Bei Vorliegen einer Faktor V Leiden-
Mutation dagegen féllt diese ,Bremse® der Rickkopplungsschleife weg, mit der
Konsequenz, dass nun erhdhte Faktor XI-Spiegel viel eher zum Tragen
kommen.

Gerade diesen Zusammenhang zwischen Faktor X| und der Faktor V
Leiden-Mutation konnten wir mit unseren Patienten eindrucksvoll darstellen. Bei
den nicht-thrombophilen Patienten (kein Vorliegen einer Faktor V Leiden-
Mutation) flhrten hohe Faktor XlI-Spiegel vermutlich deshalb nicht zu einem
gesteigerten Thromboserisiko, da die Faktor XI-Wirkung noch unter der
Kontrolle eines intakten APC-Wegs stand. Im Gegensatz dazu konnten wir bei
den Patienten mit Faktor V Leiden-Mutation erhdhte Faktor XI-Spiegel als
Risikofaktor der Thrombose identifizieren. Dies erklart sich durch die nunmehr
unkontrollierte Faktor XI-Wirkung im Rulckkopplungskreislauf des oben
beschriebenen Gerinnungssystems. Des weiteren konnten wir fir diese
Patienten einen Zusammenhang zwischen der H6he der Faktor XI-Werte und

der Thrombingenerierung nachweisen. Trotzdem scheinen in diesem
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Zusammenhang weitere Einflussfaktoren eine Rolle zu spielen, die in-vivo nicht
unbertcksichtigt bleiben ddrfen (s.u.). Unsere Darstellung liefert allerdings ein
Beispiel und gleichzeitig eine plausible theoretische Erklarung fir das Konzept
der multifaktoriellen Thrombogenese, angewandt auf Faktor XI und die Faktor V
Leiden-Mutation. Es demonstriert, wie zwei isolierte Gerinnungsstérungen

sowohl in der Theorie, als auch in-vivo aufeinander Einfluss nehmen.

4.5.3 Die Interaktion zwischen Faktor Xl und der Thrombin-
generierung

Einige Studien sehen Faktor XI als einen Risikofaktor fur die
Thromboseentstehung an, Gber welchen Mechanismus Faktor XI dabei zum
Tragen kommt ist allerdings weitgehend spekulativ. Méglich ware eine durch
Faktor XI ausgeléste, und eventuell Uber Geblhr gesteigerte
Thrombingenerierung. Uber den direkten Zusammenhang zwischen den Faktor
XI-Spiegeln und der Thrombingenerierung liegen derzeit aber nur sehr spérliche
und fast ausschlieBlich experimentelle Daten vor. Die F1+2-Werte
reprasentieren direkt die Thrombingenerierung und zeigen somit eine
vorliegende Hyperkoagulabilitat an. Von dem Borne et. al. konnten bereits 1995
in einem in-vitro-Modell mit humanem Plasma nachweisen, dass eine Blockade
von Faktor XI mittels spezifischer anti-Faktor-XI-Antikérper zu einem
signifikanten Abfall der Thrombingenerierung (gemessen an den F1+2-Werten)
fuhrt (von dem Borne PA 1995). Die deutlichen Unterschiede in der
Thrombinbildung in Anwesenheit bzw. bei Fehlen des Antikdrpers seien ein
Hinweis auf die wichtige Rolle von Faktor XI im experimentellen
Gerinnungsablauf. Man schlussfolgerte, dass die prokoagulatorische Wirkung
von Faktor XI auf einer gesteigerten Thrombingenerierung beruhe, auch wenn
Uber einen genaueren Dosis-Wirkungs-Zusammenhang keine Aussagen
gemacht wurden. Folgt man darGber hinaus den Vorstellungen des revised
model of coagulation, so darf man hier ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen der HOhe der Faktor Xl|-Werte und der Thrombingenerierung
vermuten und zwar derart, dass Faktor XI Gber eine Rickkopplungsschleife zur
sekundaren Thrombinbildung beitragt. Diese Beobachtungen beruhen
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allerdings ebenfalls auf einem rein experimentellen Modell. Fir unsere
Thrombosekollektive und die gesunden Blutspender wollten wir daher prifen,
ob auch klinisch eine Korrelation zwischen den Faktor XI-Spiegeln und den
F1+2-Werten besteht. Dies konnte einen Hinweis auf die Wirkweise von
Gerinnungsfaktor XI in-vivo geben.

Weder bei den gesunden Blutspendern, noch bei den nicht-
thrombophilen Thrombosepatienten konnten wir einen Zusammenhang
zwischen der Thrombingererierung und den Faktor XI-Werten aufzeigen. Bei
den Faktor V Leiden-Tragern dagegen fand sich eine Korrelation zwischen
F1+2 und Faktor XI. Dabei deuten die gefundenen Unterschiede zwischen den
Mutationstragern und den nicht-thrombophilen Thrombosepatienten darauf hin,
dass die Assoziation zwischen der Thrombingenerierung und den Faktor XI-
Werten bei den Faktor V Leiden-Patienten nicht durch die Thrombose bedingt
ist. Dies erklart sich daraus, dass sich beide Kollektive hinsichtlich ihrer
thrombotischen Vorgeschichte nicht unterschieden (siehe Tabelle 3.5), wohl
aber in Bezug auf das Vorliegen einer Faktor V Leiden-Mutation. Auch diese
Unterschiede lassen sich mit der Interaktion zwischen der APC-Wirkung und
Faktor XlI im Gerinnungsmodell erklaren. Analog der oben beschriebenen
Vorstellung kénnte APC den Faktor Xl-abhéangigen Gerinnungsweg blockieren,
wodurch die Wirkung hoher Faktor XI-Spiegel bei nicht-thrombophilen Patienten
(intakter APC-Weg) weniger zum Tragen kommt. Bei APC-Resistenz dagegen
steigt durch aufgehobene Blockierung des Faktor Xl-abhdngigen
Gerinnungswegs der Einfluss von Faktor XI auf die Thrombingenerierung.
Ergebnissen von Fernandez et. al. zufolge koénnte diese (gesteigerte)
Thrombingenerierung wiederum hemmenden Einfluss auf die APC-Funktion
nehmen, i.S. eines Circulus vitiosus (Fernandez J 1997). So konnten sie
zumindest fir gesunde Individuen zeigen, dass die Thrombinaktivitat invers mit
der APC-Funktion korreliert ist. Dies wiirde entsprechend unserer Ergebnisse
bedeuten, dass die Faktor Xl-abhangige Thrombingenerierung bei Faktor V
Leiden-Tragern eine eventuelle APC-(Rest-)-Wirkung weiter herunterreguliert

und damit die Thrombinbildung bei diesen Patienten zusatzlich anheizt.
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Mit gewissen Einschrankungen, die sich aber aus der Komplexitat der in-vivo
Situation allgemein ergeben, kann nach unseren Ergebnissen festgestellt
werden, dass eine durch hohe Faktor XI-Spiegel vermittelte Thromboseneigung
bei Faktor V Leiden-Tragern durchaus auf dem Boden einer gesteigerten
Thrombinaktivierung entsteht.

Allerdings scheinen in-vivo auf diesen Zusammenhang gewisse
~Einflussfaktoren” einzuwirken, die nicht vernachlassigt werden sollen: So diirfte
etwa der Auspragungsgrad der Mutation als homo- oder heterozygot eine Rolle
in der Faktor Xl-abhangige Thrombingenerierung bei diesen Patienten spielen.
Diese Uberlegung scheint durchaus sinnvoll, da bei heterozygoter Auspragung
wenigstens noch eine Teilaktivitat des APC-Systems vorhanden ist,
wohingegen diese bei Homozygotie véllig fehlt. Analog dazu fanden wir in
unserem Faktor V Leiden-Kollektiv bei 4 der 6 homozygoten Mutationstrager
(entsprechend 66%) F1+2-Werte Uber 1,1 nmol/l. Dagegen zeigten lediglich
17% der Heterozygoten derart erhdhte F1+2-Werte.

Im Gegensatz zu den Faktor V Leiden-Patienten fanden wir weder bei
nicht-thrombophilen Thrombosepatienten noch bei gesunden Blutspendern
einen Hinweis auf eine Faktor Xl-abhangige Thrombingenerierung. Diese
Beobachtungen lassen sich durch Ergebnisse von Butenas et. al. bestétigen,
die in einem in-vitro-System mit Normalplasma den Einfluss unterschiedlich
hoher Spiegel von u.a. Faktor XI auf das MaB der Thrombingenerierung
analysierten (Butenas S 2003; Butenas S 1999). Sie konnten zeigen, dass eine
Schwankung der Faktor Xl-Spiegel zwischen 50-150% nur marginale
Auswirkungen auf das MaB der Thrombinbildung hat. In diesem
Konzentrationsbereich, der etwa der von uns gefundenen Schwankungsbreite
der Faktor XI-Spiegel bei diesem Kollektiv entspricht, scheint somit die
Thrombingenerierung weitgehend unabhangig von Faktor XI zu sein. Diese
Ergebnisse werden durch klinische Befunde unterstiitzt, die zeigen, dass
manifeste Blutungen bei Faktor Xl|-Mangel erst auftreten, wenn seine
Konzentration deutlich unter 10% der Normalwerte sinkt (Roberts HR 1998).
Umgekehrt wird die Thromboseneigung erst bei Faktor XI-Spiegel oberhalb der

90. Perzentile deutlich (Meijers JC 2000). In-vivo scheinen daher
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Schwankungen von Faktorenspiegeln im ,gesunden“ Plasma in einem hohen
MaBe kompensierbar. Dieser Mechanismus macht durchaus Sinn, v.a. wenn
man sich vor Augen hélt, wie viele Variablen die Faktor XI-Spiegel in-vivo
beeinflussen (s. Kap. 1.1.4.1), bzw. in welchem Rahmen die Faktor XI-Spiegel
selbst bei unseren gesunden Blutspendern schwankten (45,9 bis 133,5%).
Unter physiologischen Bedingungen wéare eine zu enge Interaktion zwischen
den Faktor XI-Spiegeln und der Thrombingenerierung demnach eher schadlich
als ndtzlich, da sich jede biochemische Schwankung direkt Kklinisch
manifestieren wirde. Auch unter evolutiven Gesichtspunkten scheint es
vorteilhaft, dass der Organismus scheinbar Uber Mechanismen verfugt, die es
ihm ermdglichen, trotz (interindividuell) stark schwankender Faktor XI-Spiegel
die Thrombingenerierung Uber weite Strecken konstant zu halten.

Somit muassen in-vivo verschiedene Faktoren bei der Interaktion von
Faktor XI und den F1+2-Werten berlcksichtigt werden. Bezogen auf die
Situation bei Vorliegen einer Faktor V Leiden-Mutation konnten wir jedoch
eindrticklich zeigen, dass der thromboseférdernde Effekt hoher Faktor XI-
Spiegel durchaus auf eine gesteigerte Thrombingenerierung zurtickzufihren ist.
Wir erkennen daher fir diese Patienten deutliche Parallelen zu den
experimentellen Ergebnissen von dem Bornes et. al., die einen Zusammenhang
zwischen Faktor XI und dem Grad der Thrombingenerierung bereits
nachweisen konnten (von dem Borne PA 1995). Im Gegensatz dazu hat ein
hoher Faktor Xl ohne zugrundeliegende Faktor V Leiden-Mutation wohl keinen

Einfluss auf die Thrombinbildung oder das Risiko der Thromboseentstehung.

4.5.4 Die Interaktion zwischen Faktor V Leiden und TAFla/ai

Unsere Untersuchungen konnten einen signifikanten Unterschied der TAFla/ai-
Spiegel zwischen den Faktor V Leiden-Tragern und gesunden Blutspendern
aufzeigen (63,2 ng/ml bei Patienten vs. 57,5 ng/ml bei Blutspendern). Unklar ist
allerdings, worauf dieser zurtickzufihren ist, da sich beide Kollektive in zwei
Merkmalen unterscheiden: der Thrombose und dem Vorliegen der Faktor V

Leiden-Mutation als solcher.
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Einerseits ist denkbar, dass die gefundenen Unterschiede in enger Beziehung
zum thrombotischen Geschehens stehen, welches dieses Kollektiv
charakterisiert. Daflr sprechen u.a. Untersuchungen von van Tilburg et. al., die
bei Thrombosepatienten im Vergleich zu Kontrollen erhéhte TAFI-
Antigenspiegel beschrieben und folglich diese als einen moderaten Risikofaktor
fir die Ausbildung einer Thrombose identifizieren konnten (van Tilburg NH
2000). Darlber hinaus ist zumindest fur das Normalkollektiv eine enge
Korrelation zwischen TAFI-Antigenspiegeln und TAFI-Aktivitdt beschrieben
(Mosnier LO 1998). Es lieBe sich daher vermuten, dass ein vergleichbarer
Zusammenhang zwischen TAFI-Antigenspiegel und TAFI-Aktivitat auch for
unsere Faktor V Leiden-Patienten zutreffen kdnnte.

Andererseits gibt es Hinweise darauf, dass auch das Vorliegen einer
Faktor V Leiden-Mutation (unabhangig von der stattgehabten Thrombose) einen
Effekt auf die Fibrinolyse hat. Dieser wiederum kdnnte sich in der Héhe der
TAFla/ai-Werte widerspiegeln. So konnten Dai et. al. in einem experimentellen
Modell zeigen, dass die Plasmakomponente von Thrombomodulin (Plasma-TM)
hemmenden Einfluss auf die TAFI-Aktivierung nimmt, und dass darlber hinaus
dieser Effekt an ein intakites APC-System gebunden ist (Dai L 2004).
Folgerichtig kdnnte es bei gestértem APC-Weg (Faktor V Leiden-Mutation) zu
einer gesteigerten TAFI-Aktivierung kommen. Der beobachtete Effekt von APC
auf die TAFI-Aktivitat wurde allerdings via gesteigerte Thrombinbildung
vermittelt, eine Beobachtung, die durch unsere Ergebnisse nicht gestitzt wird.
Dieser Unterschied mag sich zum einen dadurch erklaren, dass wir im
Gegensatz zu Dai et. al. nicht das endogene Thrombinpotential, sondern die
F1+2-Werte als MaB der Thrombingenerierung bestimmten. Dartber hinaus
beziehen sich die Ergebnisse von Dai et. al. lediglich auf die in-vitro-Situation
und ihre in-vivo-Relevanz ist letztlich nicht belegt.

Fdr die in-vivo-Situation ist es unserer Meinung nach und entsprechend
den Beobachtungen von van Tilourg et. el. wahrscheinlicher, dass die
festgestellte héhere TAFI-Aktivitat (gemessen an TAFla/ai) der Faktor V Leiden-
positiven Thrombosepatienten Ausdruck allgemein erhdhter TAFI-Antigen-

spiegel dieses Patientenkollektivs ist.
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4.5.5 Die Rolle von Thrombin-Thrombomodulin bei der TAFI-

Aktivierung in-vivo
Die Aktivierung von TAFI zu TAFla allein durch Thrombin ist ein ineffektiver
Prozess und bendtigt zu seinem Ablauf (unphysiologisch) hohe
Thrombinkonzentrationen (zwischen 500 und 2100 nmol/l). Nach den in-vitro-
Vorstellungen des revised model of coagulation kann eine derartige
Thrombingenerierung nur durch einen Feedback-Loop unter Einschluss von
Faktor XI geleistet werden. Dass diese Vorstellung v.a. im Normalplasma in-
vivo eine geringe Relevanz zu haben scheint, haben wir bereits hervorgehoben.
Die folgenden Beobachtungen mégen dies unterstreichen.

Thrombomodulin  (TM), ein integrales Membran-Glycoprotein der
Endothelzellen, kann durch  Konformationsanderung innerhalb  des
Thrombinmolekils die Kinetik der thrombinvermittelten TAFI-Aktivierung
dramatisch veréndern (Bajzar L 1995). Nach Bindung an Thrombin kann der
Thrombin-TM-Komplex sowohl auf den Gerinnungs-, als auch auf den
Fibrinolyseablauf ~ Einfluss nehmen: TM  verstarkt einerseits die
thrombinvermittelte TAFI-Aktivierung Uber 1250-fach und hemmt so die
Fibrinolyse (Bajzar L 1995), andererseits kann dieser Komplex die Aktivierung
von Protein C zu aktiviertem Protein C (APC) stimulieren (Dittman WA 1990),
was zu einer Hemmung der Thrombinbildung und damit Verminderung der
TAFI-Aktivierung fahrt. Obwohl diese Aktivierung von TAFI und APC gleichzeitig
ablauft, scheint die Konzentration an TM einen entscheidenden Einfluss darauf
zu haben, welcher Effekt in der Summe Uberwiegt. Bei niedriger TM-
Konzentration (< 5 nmol/l) steht die TAFI-Aktivierung im Vordergrund, wahrend
bei héheren TM-Spiegeln (> 10 nmol/l) die Hemmung der Thrombinbildung
durch APC (Uberwiegt, wobei dieser Effekt natirlich von einem
funktionstiichtigen antikoagulatorischen Weg abhangt (Mosnier LO 2001). Der
entsprechende Schwellenwert flr die antagonistischen Effekte von TM scheint
somit zwischen diesen beiden Konzentrationen zu liegen. Physiologischerweise
ist der Hauptanteil an TM auf der Zelloberflache der Endothelien lokalisiert,
doch ist auch eine Plasmakomponente von TM (Plasma-TM) bekannt

(errechnete Plasmakonzentration an TM ca. 10-15 nmol/I (Ishii H 1985)). Die
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Konzentration des endothelzellgebundenen TM (und damit sein potentieller
Einfluss auf TAFI) ist in verschiedenen Kdrpergeweben und in Abhangigkeit von
der GefaBgréBe sehr unterschiedlich (Bajaj MS 1999; Ishii H 1986). Esmon et.
al. und Busch et. al. errechneten, dass die effektive endothelzellgebundene TM-
Konzentration von deutlich weniger als 5 nmol/l in der Aorta bis auf >100 nmol/I|
im Kapillarsystem ansteigt (Esmon CT 1989; Busch C 1982). Folglich kann es
in verschiedenen Korperregionen und GefaBgebieten sowohl zur TAFI-
Aktivierung (TM-Konzentration < 5 nmol/l), als auch zur TAFI-Hemmung (TM-
Konzentration > 10 nmol/l) kommen, und zwar unabhangig von der lokalen
Faktor XlI-Konzentration und dem Grad der Thrombingenerierung. Diese
Beobachtungen unterstreichen den starken (und wechselnden) Einfluss von TM
auf das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem und mégen gleichzeitig erklaren,
warum sich der Nachweis eines genauen Regulationsmechanismus der TAFI-
Aktivierung in-vivo besonders schwierig gestalten durfte.

Vor dem Hintergrund des einerseits sehr groBen, anderseits aber auch
sehr variablen Einflusses von TM auf die TAFI-Aktivierung in-vivo missen somit
auch die Ergebnisse von Dai et. al. diskutiert werden. Der von ihnen in-vitro
beschriebene hemmende Effekt von TM auf die TAFI-Aktivierung mag flr das
von ihnen untersuchte System und die speziell von ihnen verwandte TM-
Konzentration gultig sein. Bei in-vivo aber stark schwankenden TM-Werten sind
allerdings nach dem oben gesagten auch genau gegensétzliche Effekte
wahrscheinlich. Da der ,Spielraum® fir den Thrombin-TM-vermittelten
antagonistischen Effekt bzgl. der TAFI-Aktivierung oder TAFI-Hemmung in-vivo
sehr klein (<5 nmol/l vs. >10 nmol/l), der katalytische Einfluss von TM auf
diesen Reaktionsschritt aber sehr groB ist, scheint die Thrombingenerierung bei
der Regulation der TAFI-Aktivierung von weit geringerer Bedeutung als die TM-
Konzentration zu sein. Entsprechend fanden wir weder bei unseren Faktor V
Leiden-Tragen, noch bei den gesunden Blutspendern eine Korrelation zwischen
den F1+2-Werten und der HOhe der TAFla/ai-Spiegel. Wir vermuten daher,
dass in-vivo die regulierende GroéBe bei der Interaktion zwischen Gerinnungs-
und Fibrinolysesystem hauptsachlich die plasmatische / systemische TM-

Konzentration ist und weniger durch Komponenten des intrinsischen Systems
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bestimmt wird. Dabei sollte bei den im Plasma vorliegenden TM-
Konzentrationen sein Einfluss auf das APC-System (mit evtl. konsekutiver
Hemmung der Thrombinbildung) gegentber dem TAFI-aktivierenden Effekt
Uberwiegen.

Darlber hinaus gibt es neben TM noch weitere Faktoren, die unter
physiologischen Bedingungen Einfluss auf die TAFI-Aktivierung nehmen. So
kann etwa Plasmin TAFI nach der Aminosdure Arg® spalten und damit zu
TAFla aktivieren, wobei die Kinetik dieser Reaktion deutlich schlechter ist, als
die der Thrombin-TM-vermittelten TAFI-Aktivierung (Mao SS 1999). Allerdings
kénnen Glykosaminoglykane, die physiologischerweise in der extrazellularen
Matrix und auf Endothelzellen zu finden sind, die plasminvermittelte TAFI-
Aktivierung deutlich verstarken. Unter diesen in-vivo-Bedingungen scheint auch
Plasmin einen nicht zu vernachlassigenden Beitrag zur TAFI-Aktivierung zu
leisten. Dies kann ein weiterer Hinweis daflir sein, dass es schwierig ist, unter
physiologischen Verhéltnissen eine strenge Korrelation zwischen Faktoren des
endogenen Systems, der Thrombingenerierung und der TAFI-Aktivierung zu
suchen. Diese Schlussfolgerungen werden u.a. durch Untersuchungen von
Santamaria et. al. unterstltzt. Sie analysierten in einer gesunden spanischen
Population die Zusammenhange zwischen den TAFla-Werten und
verschiedenen hamostatischen Parametern, u.a. auch Faktor XI (Santamaria A
2004). Eine signifikante Korrelation zwischen diesen Parametern konnten auch
sie nicht nachweisen. Sie schlussfolgerten, dass &hnlich den TAFI-
Antigenspiegeln (Tregouet DA 2001; Henry M 2001) auch die TAFla-Spiegel
einer groBen interindividuellen Variabilitdt unterliegen und durch Gen-Umwelt-
Interaktionen mitbestimmt werden und weniger in direktem Zusammenhang mit
Gerinnungsfaktorspiegeln stehen. Wir koénnen ihre Ergebnisse wiederum
dahingehend bestéatigen, dass wir flr ein vergleichbares Kollektiv (gesunde
Blutspender) keinen Zusammenhang zwischen Faktor XI und der
Thrombinbildung (und folglich auch nicht TAFla/ai) nachweisen konnten.

In-vivo scheint daher die Rolle des intrinsischen Systems im
Gerinnungsablauf und bei der Fibinolysehemmung (thrombin-abhangigie TAFI-

Aktivierung) nicht so offensichtlich zu sein, wie man nach dem revised model of
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coagulation annehmen mag. In diesem komplexen Milieu tritt durch die
Anwesenheit von ,Modulatoren / Katalysatoren® (wie z.B. TM oder Plasmin) die
Hohe der Faktor XI- oder Thrombinkonzentration als ausschlaggebender Faktor
der TAFI-Aktivierung und Fibrinolyseregulation in den Hintergrund. Dies erklart
sich nicht nur aus den von uns gefundenen Ergebnissen, sondern auch durch
die klinische Beobachtung, dass ein Mangel an verschiedenen Komponenten
des endogenen Systems hinsichtlich einer etwaigen Blutungsneigung durchaus
asymptomatisch bleiben kann. Dies ist insbesondere bei Faktor XI- oder XlI-
Mangel auch mehrheitlich der Fall.

4.5.6 Das revised model of coagulation ,,in-vivo*

Wir konnten zeigen, dass ein erhdéhter Faktor XI-Spiegel bei Patienten mit
zugrundeliegender Faktor V Leiden-Mutation das Risiko fir die Ausbildung
einer Thrombose erhéht. Dabei kommt aktiviertem Protein C im Bezug auf die
Gerinnungsaktivitdt eine entscheidende regulierende Funktion (i.S. einer
downregulation) zu. Bei Vorliegen einer Faktor V Leiden-Mutation ist diese
Regulation nur noch eingeschrénkt oder nicht mehr gegeben und erhdhte
Faktor XI-Spiegel kénnten Uber eine gesteigerte Thrombingenerierung direkt
das Thromboserisiko erhéhen. Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass eine
gesteigerte Thrombinbildung auch die antikoagulatorische APC-Wirkung
hemmt, was bei diesen Patienten einen weiteren Risikofaktor darstellen kdnnte.
Nach unseren Ergebnissen scheint daher eine Faktor Xl-vermittelten Feedback-
Aktivierung von Thrombin (entsprechend den bekannten in-vitro-Daten) auch in-
vivo vorzuliegen und in Abhangigkeit vom Auftreten einer Faktor V Leiden-
Mutation fur die Manifestation einer Thrombose bedeutsam zu sein. Das dieser
Zusammenhang nur fOor Faktor V Leiden-Trdger und nicht fir
Thrombosepatienten allgemein gilt, kann durch die gestérte regulative Funktion
des APC-Systems erklart werden. Neben diesem Faktor Xl-Feedback-Weg hat
in-vivo der ,direkte” Weg des endogenen und exogenen Systems sicherlich
ebenso einen Einfluss auf die Thrombinbildung.

Abweichend von den Vorstellungen des revised model of coagulation
haben wir keinen Zusammenhang zwischen der Aktivitat des
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Gerinnungssystems  (gemessen an F1+2) und dem MaB der
Fibrinolyseaktivierung (gemessen an TAFla/ai) feststellen kénnen. Dies mag
sich letztlich durch die Komplexitat der in-vivo-Situation erklaren zu lassen.
Auch wenn wir den direkten Einfluss der katalytischen Funktion des Thrombin-
TM-Komplexes auf diesen Reaktionsschritt nicht untersucht haben, so sprechen
doch diverse Literaturangeben dafir, dass dies in-vivo die entscheidende
regulierende Komponente zu sein scheint. In diesem Punkt sind die
urspringlichen Vorstellungen des revisel model of coagulation zu wenig
umfassend und erklaren diesen Sachverhalt nicht ausreichend.

Auch wenn die Gerinnungssituation in-vivo eigentlich zu komplex ist, um
sie in einem schematischen Modell abzubilden, so soll Abbildung 4.2
wenigstens ein  Versuch sein, wie man sich den Gerinnungsablauf
entsprechend unserer Ergebnisse vorstellen kdnnte (Legende s. Abb. 4.1).
Dabei soll die Starke der Pfeile den Grad der Relevanz des jeweiligen
Reaktionsschritts darstellen.
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Endogenes und exogenes System

(endogenes
System)

Prothrombin [Xa-VIlI

)

TM + Thrombin ——]y X
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Fibrinolyse ---------—-—--- » Fibrin

Abbildung 4.2. Das Gerinnungsmodell in-vivo.

Das 1992 erstmals von Gailani und Broze beschriebene revized model of
coagulation hat in der Vergangenheit oft als erklarendes Modell der
koagulatorischen und fibrinolytischen Zusammenhange innerhalb des
Gerinnungsablaufs gedient. Dieses Modell scheint die in-vitro-Situation auch
plausibel abzubilden. Grundlegende Gesichtspunkte der in-vivo-Situation
werden in diesem Modell allerdings nicht bertcksichtigt. Folgt man unseren
Ergebnissen und denen anderer Studien, die sich mit den klinischen Aspekten
der Gerinnungszusammenhange auseinandergesetzt haben, so muss man
sagen, dass sich die in-vivo-Situation in den Vorstellungen des urspriinglichen

revised model of coagulation nur in Ansatzen widerspiegelt.
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4.6 Konsequenzen fir den klinischen Alltag

In den letzten Jahren hat unser Wissen Uber angeborene und erworbene
Ursachen der Thrombophilie enormen Zuwachs erfahren. So kénnen wir heute
bei fast 40% der Thrombosepatienten zumindest einen der am haufigsten
gefundenen angeborenen Gerinnungsdefekte (Faktor V Leiden-Mutation,
Prothrombinpolymorphismus, Protein C- / S-Mangel, Hyperhomozysteindmie
etc.) nachweisen. Und auch in der gesunden Bevdlkerung betragt die
Gesamtpravalenz der Thrombophilie immerhin etwa 10%, was ihre groBe
Bedeutung bezlglich Morbiditdt und Mortalitdt innerhalb einer Population
verdeutlicht. Trotzdem ist ihre klinische Penetranz alles andere als einheitlich.
Die Spannweite reicht von subklinisch verlaufenden leichten Thrombosen bis
zur lebensbedrohlichen Lungenembolie, tritt unprovoziert oder in Assoziation
mit begleitenden Risikofaktoren auf und manifestiert sich bei jungen Patienten
oder erst im fortgeschrittenen Alter. Aus diesen Grinden kénnen sowohl fir
Screeninguntersuchungen, als auch fir die Prophylaxe und Therapie
betroffener Individuen keine einheitlichen MaBstébe geltend gemacht werden.
Im ,Chaos der Thrombophilie” kénnte in Zukunft der Genotyp des Patienten
bezlglich einzelner Gerinnungsstérungen eine Entscheidungshilfe sein.

Mit unseren Untersuchungen konnten wir Faktor Xl als einen von der
Faktor V Leiden-Mutation abhéangigen, in seiner Ausprdgung eher milden
klinischen Risikofaktor der vendsen Thrombose identifizieren. Diese klinische
Beobachtung steht in Einklang mit der von uns beschriebenen Wirkung von
Faktor XI nur auf die Thrombingenerierung, ohne einen gleichzeitigen
hemmenden Einfluss auf die Fibrinolyse.

Da wir andererseits die thrombogene Wirkung singular erhdhter Faktor
XI-Spiegel als gering einschatzen, ware es sicherlich wenig erfolgversprechend,
Patienten mit einer kryptogenen Thrombose (d.h. es lieB sich als Ursache der
Thrombose keiner der bekannten Risikofaktoren identifizieren) auf ihre Faktor
XI-Spiegel hin zu untersuchen, bzw. gegebenenfalls erhdhte Spiegel fur die
Thrombose allein verantwortlich zu machen. Vor dem Hintergrund des oben
zitierten Konzepts der multikausalen Thrombogenese ware es aber

andererseits auch nicht sinnvoll, sich bei der Ursachensuche nach
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stattgehabtem thrombotischen Ereignis mit der Identifizierung eines bekannten
Risikofaktors (etwa einer Faktor V Leiden-Mutation) zufriedenzugeben und
diesen als alleineinigen Verursacher anzusehen. Hier wéare es sicherlich
angezeigt, auch weitere mogliche Faktoren abzuklaren und in die Suche
gegebenenfalls auch einmal die Faktor XI-Spiegel des Patienten mit
einzubeziehen.

Im Hinblick auf etwaige medikamentds-therapeutische Konsequenzen
lieBen sich die folgenden Schlussfolgerungen ableiten: Da bezogen auf Faktor
Xl die Einzelfaktorerh6hung unserer Ansicht nach klinisch wenig zur
Thrombogenese beitragt, ist der Benefit einer von der Norm abweichenden /
zusétzlichen medikamentésen Prophylaxe bei diesen Patienten fraglich.
Dagegen offenbart ein erhdhter Faktor XI bei zugrundeliegender Thrombophilie
sein thrombose-férderndes Potential eher durch Aktivierung
prokoagulatorischer Kréafte, als durch Hemmung fibrinolytischer Wege. Dies
sollte bei der Prophylaxe und Therapie bertcksichtigt werden. Weiterfihrende
Studien mulssen allerdings noch zeigen, ob eventuell Patienten mit
kombinierten Gerinnungsstérungen von einer ihrem gesteigerten Risiko speziell
angepassten und gegebenenfalls hdher als Ublich dosierten Antikoagulatien-

gabe profitieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Faktor Xl, ein Protein innerhalb des intrinsischen Gerinnungswegs, spielt fir
den normalen Ablauf der Hamostase eine wichtige Rolle. So zeigen Patienten
mit schwerem Faktor XI-Mangel ein variables Spektrum an Blutungsstérungen,
wohingegen erhdhte Faktor XI-Spiegel mit einem auf das Doppelte gesteigerten
Thromboserisiko assoziiert sein sollen. Uber welchen Mechanismus hohe
Faktor XI-Spiegel dabei thrombogen wirken ist noch weitestgehend unklar.
Denkbar ware eine Faktor Xl-abhangige und evtl. Gber Geblhr gesteigerte
Thrombingenerierung. Diese Assoziation konnte in-vitro bereits nachgewiesen
werden und hat zur Hypothese des revised model of coagulation gefiihrt. Nach
dieser Vorstellung ist Faktor Xl innerhalb des intrinsischen Systems
verantwortlich flr eine anhaltende Thrombinbildung, in deren Folge es via TAFI-
Aktivierung letztlich zur Hemmung der Fibrinolyse kommt. Vergleichbare
Zusammenhange koénnten auch flr die in-vivo-Situation gewisse Gultigkeit
besitzen.

Andererseits ist eine gesteigerte Thrombingenerierung ein Merkmal von
Patienten mit thrombophilen Stérungen, wie etwa einer Faktor V Leiden-
Mutation. Allerdings zeigen bei weitem nicht alle dieser Patienten eine
Hyperkoagulabilitat und nur ein Bruchteil davon wird jemals durch Thrombosen
auffallig. Entsprechend  den  Vorstellungen  einer  multifaktoriellen
Thrombogenese war es daher unsere Vermutung, dass erhohte Faktor XI-
Spiegel bei bereits bestehender thrombophiler Gerinnungsstérung die
Thrombinbildung zusétzlich triggern kénnten und so das Risiko der
Thromboseentstehung bei diesen Patienten weiter steigern. Wir konzentrierten
uns dabei auf Trager der Faktor V Leiden-Mutation, der wohl h&ufigsten
Ursache der hereditéren Thrombophilie.

FOr unsere Untersuchungen stand uns das Plasma von 690
Thrombosepatienten zur Verfugung. Aus diesem Gesamtkollektiv wurden jene
Patienten ausgewahlt, die entweder Trager einer Faktor V Leiden-Mutation

waren, oder aber keinen der bisher bekannten Gerinnungsdefekte aufwiesen.
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Jedem Patienten stand ein nach Alter und Geschlecht passender gesunder
Blutspender als Kontrolle gegeniber. Sehr groBen Wert legten wir dabei auf die
Selektionierung der Patienten und die Zusammenstellung unserer Kollektive,
unter AusschluB3 samtlicher bekannter Einflussfaktoren. Die laborchemischen
Bestimmungen von TAFla/ai fihrten wir mit einem speziell entwickelten und von
uns leicht modifizierten Sandwich-ELISA durch. Dieser Test misst gleichzeitig
die Gesamtkonzentration der aktivierten und inaktivierten Form von TAFI.
Dagegen waére die alleinige Bestimmung von TAFla aufgrund seiner kurzen
HWZ von nur geringer Aussagekraft. Fur alle Gbrigen Analysen griffen wir auf
Routine-Assays zuruck.

Mit unseren Ergebnissen konnten wir nun entgegen friherer Studien
zeigen, dass ein erhdhter Faktor XI-Spiegel keinen eigenstandigen Risikofaktor
fur die ven6se Thromboembolie darstellt. Seine thrombogene Wirkung erhalt
Faktor XlI erst im Zusammenwirken mit einer zugrunde liegenden Faktor V
Leiden-Mutation. Bei diesen Patienten scheint das mit hohen Faktor XI-
Spiegeln assoziierte Thromboserisiko in einer beschleunigten Thrombinbildung
begrindet zu sein. Vermutlich wirken hier eine gestérte Hemmung der
Gerinnungskaskade bei defektem APC-Weg und ein zuséatzlicher Faktor XI-
abhangiger prokoagulatorischer Effekt gleichsinnig zusammen. Dagegen ist das
isolierte Auftreten erhdhter Faktor XI-Spiegel ohne Einfluss auf die
Thrombingenerierung oder das Thromboserisiko. Unsere Ergebnisse
bekraftigen damit erneut die Hypothese einer multikausalen Thrombogenese
und stellen gleichzeitig die Wertigkeit einer Einzelfaktorerh6hung als alleinigen
Defekt in Frage.

Folgt man dem revised model of coagulation, so scheint die
Hauptaufgabe von Faktor XI weniger in der Initierung der Gerinnung, als
vielmehr in deren Aufrechterhaltung sowie in der Fibrinolysehemmung zu
liegen. Diese Faktor Xl-abhangigen Blockade der Fibrinolyse wurde in der
Vergangenheit fir das thrombogene Potential von Faktor XI mitverantwortlich
gemacht. Auch diesem Sachverhalt gingen wir mit unserer Arbeit nach und
untersuchten unsere Faktor V Leiden-Trager auf den Zusammenhang zwischen
den Faktor XI-Spiegeln und Markern der Fibrinolyseaktivitdat (TAFla/ai).
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Verglichen mit gesunden Blutspendern zeigten die Faktor V Leiden-positiven
Thrombosepatienten signifikant hohere TAFla/ai-Werte. Wir glauben, dass dies
Ausdruck der bei Thrombosepatienten allgemein erhéhten TAFI-Antigenspiegel
ist. Ein entsprechend des revised model of coagulation geforderter direkter
Zusammenhang zwischen der Héhe der Faktor XI-Spiegel bzw. dem Grad der
Thrombinbildung und den TAFla/ai-Werten lieB sich klinisch nicht nachweisen.
Auch wenn wir den Einfluss von TM auf die TAFI-Aktivierung nicht direkt
untersucht haben, so deuten doch viele Literaturbefunde darauf hin, dass TM in
diesem Zusammenhang die Hauptrolle spielt. Neben einer thrombin-TM-
vermittelten TAFI-Aktivierung und damit verbundenen Fibrinolysehemmung,
stellt TM auch eine wichtige Komponente bei der Protein-C-Aktivierung dar.
Obwohl die Aktivierung von TAFI und APC im Plasma gleichzeitig ablaufen,
bestimmt letztlich die systemische TM-Konzentration, welcher Effekt insgesamt
Uberwiegt. In der Summe Iasst sich durch den starken und gleichzeitig sehr
variablen Einfluss von TM ein Zusammenhang zwischen Faktor XI und dem
fibrinolytischen System in-vivo nicht nachvollziehen. Wir kénnen daher die
Hypothese des revised model of coagulation in Bezug auf eine Faktor XI-
bedingte Regulation der Fibrinolyse hier nicht bestatigen.

Wir konnten Faktor XI als einen von der Faktor V Leiden-Mutation
abhangigen, in seiner Ausprdgung moderaten Risikofaktor der Thrombose
identifizieren. Dies steht in Einklang mit unseren Ergebnissen: Faktor XI nimmt
bei diesen Patienten Einfluss auf die Thrombingenerierung, dartber hinaus
jedoch nicht auf das fibrinolytische System.
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