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1. Einleitung

1.1. Vendse Thromboembolie

Der Begriff der ventésen Thromboembolie (VTE) fadis tiefe Beinvenenthrombose und/oder
die Lungenarterienembolie als atiologisch verwaiktigtaten zusammen.

Mit einer durchschnittlichen Inzidenz von 1/10000 pdahr stellten die VTE ein haufiges
Krankheitsbild dar, das in 10-15% der Félle vomikich stummen oder klinisch manifesten
Lungenembolien begleitet wird: Im langerfristigen Verlauf ist es oft von anhatlen
Morbiditat aufgrund der chronisch vendsen Insufid bzw. des Cor pulmonale gepréagt.
Berucksichtigt man die demographische Entwicklusg,unterstreicht die Tatsache, dass die
jahrliche Inzidenz von VTE mit zunehmendem Alteamatisch ansteigt (< 20 Jahre: 1/100.000;
20-40: 1/10.000; 41-75 Jahre: 1/1.000; > 75 Jabf®00), den gesellschaftlichen Stellenwert
dieser Erkrankung.

Die Virchow-Trias zur Thrombogenese hat auch hé&uf#igkeit (Abbildung 1). Bei dem zur
manifesten Thrombose fuhrenden multifaktoriellenzZ@ss spielen Stérungen des Blutflusses,
insbesondere im vendsen Bereich neben der veré&gnderBlutzusammensetzung
(,Hyperkoagulabilitat*) und GefaRintegritat einesbadere Roll8. Dies spiegelt sich auch in

den bekannten Risikofaktoren der vendsen Thrombokembwider’®



Abbildung 1. Hauptursachen der vendsen Thromboemb@ (VTE): Endothelschaden,

veranderte Blutzusammensetzung und Stérungen déffuBkses (Virchow-Trias).

Zu den erworbenen Risikofaktoren zahlen u.a. diemadiilitat, Operationen, maligne
Erkrankungen und Antiphospholipid-Antikérpet' Etablierte hereditare Risikofaktoren der
VTE sind der Mangel an Antithrombin, Protein C uBd der Faktor V Leiden und die
Prothrombin Variante G20210A.'? Wahrend mit fortschreitendem Alter bereits kleine
expositionelle Trigger ausreichen, um eine VTE al@sen, tritt bei jungen Individuen die
Notwendigkeit einer dispositionellen Komponentelstéin den Vordergrunt®** Allerdings ist

in einem erheblichen Teil der VTE kein Risikofaktmaichweisbar, wobei hier andere, bislang
nicht eindeutig charakterisierte Faktoren (z.B.riRilyse, Entzindung) eine wichtige Rolle
spielen kénnten®

Die VTE ist eine chronische, rezidivierende Erknamdf, wobei fUr die Rezidive eine Letalitat
von 5-9% beschrieben wifd. Das Rezidivrisiko wird im Wesentlichen durch kéiohe
Charakteristika und einige labordiagnostische Risiktoren bestimmt’ Zur Einschatzung des
Rezidivrisikos der vendsen Thromboembolie haberzaderklinische Kriterien die bessere
Aussagekraft’? So weist die Gruppe der spontanen VTE , fiir die keRerer Ausloser (z.B.
Trauma, Operation) erkennbar ist, ein besondersh&ezidivrisiko in der Gré3enordnung von
30-40% auf-"19#?? gbordiagnostisch sind zum jetzigen Zeitpunkt wenige Parameter bzw.
Konstellationen mit einem gesichert erhohten Rerglko verbunden. Hierzu gehdren die
Inhibitormangel-Zustande (Antithrombin, Protein @duS), das Phospholipidantikérpersyndrom,
der homozygote Faktor V Leiden oder die Doppeltddmtygotie fur Faktor V Leiden und



Prothrombin Variante G20210&% Allerdings erleiden 60-70% der spontanen venésen
Thromboembolien kein RezidiV:*° Aktuell werden Strategien getestet, nach denen ein
Wiederanstieg der D-Dimer nach Beenden der initigddatikoagulation als Pradiktor fur ein
spateres Rezidiv verwendet werden k&ff. Viele Studien belegen ein bei Mannern im
Vergleich zu Frauen erhéhtes Rezidivthromboserisich spontaner Erst-VTE>2 Allerdings

ist noch unklar, welche Bedeutung das mannliche cldesht urséachlich fir das
Rezidivthromboserisiko h&tMit Hilfe all dieser Informationen ist auch hewime ausreichende
Eingrenzung des Patientenkreises, der ein Rezidwiekeln wird, nicht mdglich.

In der neuen S2-Leitline zur Therapie der spontaresrosen Thromboembolien sind folgende
Empfehlungen der 8. ACCP-Konsensuns-Konferenz féutSchland tbernommen worden: 3
Monate Antikoagulation bei distaler Thrombose, >Mdnate bis zeitlich unbegrenzt bei
proximaler Thrombose oder Lungenembolie und beinzidRe zeitlich unbegrenzt’ Bei
Patienten mit einer spontanen VTE ist, wie bemmgihnt, lediglich in ca. 30-40% der Falle mit
einem Rezidiv zu rechnéfi? Die Empfehlung fiir eine langfristige Antikoagutati der
Teilpatienten mit spontaner VTE fuhrt daher vermehtin einem betrachtlichen Teil der Félle zu
einer Uberflissigen Behandlung und einer damit wailbnen Gefahrdung durch die
Antikoagulation.

Daher waren differenzierende Rezidivrisikomarkerhrsehilfreich, die eine bessere

Risikostratifizierung der venésen Thromboembolmdglichen.

1.2. Grundlagen der Hamostase

Der Begriff Haimostase subsumiert alle Reaktioném,zd einer effektiven und angemessenen
Blutstillung beitragen. Dies umfasst sowohl das Kdém@asesystem im engeren Sinne
(thrombozytdres und plasmatisches Gerinnungssysteifrinolysesystem), als auch die
GefalBwand, die durch eine Vasokonstriktion die Bikulation drosselt und so einem
Blutverlust entgegen wirkt.

Unter primarer Hamostase versteht man das soforigéichten der Verletzungsstelle des
Gefal3es, was durch das Zusammenspiel von Vasoltiostrsowie Plattchenadhasion und —
aggregation erreicht wirtf. Die Thrombozyten benétigen fiir die Adhasion den-Villebrand-
Faktor, dessen Bindungsstellen fur den thromboegtdRezeptor (Glykoproteinkomplex
Gplb/IX) nur unter Bedingungen mit hohen Scherlai@fzuganglich sind, so dass Thrombozyten

vor allen Dingen im arteriellen Gefal3system eindleRdir die Hamostase spielen. Zur



dauerhaften Blutstillung, insbesondere groRRererle¥aingen, bedarf es zusatzlich der
Fibrinbildung im Rahmen der plasmatischen Gerinnuig plasmatische Gerinnung lauft vor
allem auf der Oberflache aktivierter Thrombozytemd UEndothelzellen. Es sind weiterhin
Gerinnungsinhibitoren und das Fibrinolysesystem weatlig, um eine Uberschiel3ende
Gerinnung zu kontrollieren sowie eine Auflosung dsrinnsels zu gewaéhrleisten. Das
Wechselspiel zwischen Aktivatoren und Inhibitorealls unter physiologischen Bedingungen
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den Systeneeff Diese Zusammenhange sind in
den Abbildungen 2, 3, 4 und 5 dargestellt.
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des plasmatien Gerinnungssystems
(intrinsisches und extrinsisches System)Aktivierte Faktoren sind rot markierExtrinsischer
Weg: Der Gewebefaktor (TF) bildet einen Komplex mit dektivierten Faktor VIl (Vlla),
dieser fuhrt zur Aktivierung von Faktor ¥atrinsischer WegFaktor XII bildet mit Prakallikrein
(PK) und hochmolekularem Kininogen (HMWK) das Kdifhasensystem. Der aktivierte
Faktor XII wandelt Faktor XI zu Faktor Xla um. FaktXla aktiviert wiederum Faktor 1X, und



der Komplex aus Faktor IXa und Faktor Vllla aktiti€aktor X.Gemeinsame Endstreckeer
aktivierte Faktor X (Xa) wandelt Prothrombin (Faktd) zu Thrombin (Faktor lla) um.
Thrombin spaltet aus dem langkettigen Fibrinogemkidl zunachst I6sliche Fibrinmonomere
ab. Unter Einwirkung von Faktor Xllla werden kowate Bindungen zwischen benachbarten

Monomeren gebildet. Somit wird der Thrombus staliti.

1.2.1. Das plasmatische Gerinnungssystem - die Akierung

Die Hauptaufgabe des plasmatischen Gerinnungssydtesteht in der Vernetzung und
Stabilisierung des Thrombozytengerinnsels mit Héiees vernetzten Polymers aus Fibrin, um
einen dauerhaften Verschluss der Gefaldlasion zalydsisten. Dies wird durch eine Kaskade
von Gerinnungsfaktoren ermdglicht, die letztendlathr Bildung von Thrombin fuhrt, welches
Fibrinogen in Fibrin umwandelt. Die plasmatischeri@®ung lasst sich in das Intrinsic- und
Extrinsic-System unterteilen, obwohl in vivo aufgduder verschiedenen Querverbindungen
beider Systeme diese Trennung nach heutigem Kesstanid nicht existieft:®®

Die Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskad®lgt durch die Freisetzung des
Gewebefaktors (Tissue Factor, TExtrinsischer Weg An TF bindet sich der aktivierte Faktor
VII, der bereits in geringer Menge in voraktivierfeorm zirkuliert. Der Komplex aus TF und
Faktor Vlla aktiviert weiterhin Faktor VIl zu Fakt®/lla, Faktor X zu Faktor Xa und Faktor IX
zu Faktor 1Xa, welcher zusammen mit dem aktiviefaktor VIII zusétzlich Faktor X zu Faktor
Xa umwandelt (Abbildung 23

Die Gerinnungskaskade kann auf3erdem Uber Faktoakiviert werden(intrinsischer Wejy
Faktor XII bildet mit Prakallikrein und hochmolelkumém Kininogen das Kontaktphasensystem.
Diese Faktoren werden an negativ geladenen Obleeitéaktiviert. Der aktivierte Faktor XiII
wandelt in einer calciumabhangigen Reaktion FaKiaru Faktor Xla um. Faktor Xla aktiviert
wiederum Faktor IX, und der Komplex aus Faktor IXad Faktor Vllla aktiviert Faktor X.
Faktor VIII ist hierbei ein Kofaktor, der diese Réanen beschleunigt. Faktor VIII zirkuliert
physiologischerweise als Komplex mit von-Willebraraktor (VWF). Um seine Funktion als
Kofaktor wahrnehmen zu kdnnen, muss Faktor VIII aen Komplex mit dem VWF
herausgeldst werden, was durch Aktivierung und t8pgl des Faktors VIII durch Thrombin
geschieht(Abbildung 2

Der aktivierte Faktor X (Faktor Xa) wandelt Prothmain (Faktor II) zu Thrombin (Faktor lla)
um. Die am Anfang der Gerinnungsaktivierung gelbddddenge an Thrombin ist viel zu gering,

um grol3ere Mengen Fibrinogen in Fibrin zu spal&ie. reicht aber aus, um die Thrombozyten
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zu aktivieren, die wiederum TF exprimieren konnkn.Sinne einer positiven Rickkopplung
aktiviert Thrombin Faktor V zu Faktor Va, FaktorIMtu Faktor Vllla und Faktor XI zu Faktor
Xla. Dadurch wird die Reaktion der Gerinnungskaskach den Faktor 1000 amplifiziert. Der
Faktor Xa/Va Komplex aktiviert groRe Mengen an Rroinbin, was zu einem "Thrombin burst"
fuhrt (Abbildung 3)*
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Abbildung 3. Schematische Darstellung ,Thrombin bust® (aktivierte Faktoren rot
markiert). Thrombin (lla) aktiviert Faktor V zu Faktor Va, Rak VIl zu Faktor Vllla und
Faktor XI zu Faktor Xla. Der Xa/Va Komplex aktiviggrol3e Mengen an Prothrombin, was zu

einem "Thrombin burst" fihrt.

Die plasmatischen Gerinnungsfaktoren sind Glykapnat und weisen sehr unterschiedliche
Konzentrationen und Halbwertzeiten auf. Faktor Faktor IXa, Faktor Xa und Faktor Xla
liegen als inaktive Proenzyme im Blut vor und werd®a Verlauf der Gerinnungsaktivierung in
ihre aktive Form Uberfuhrt. Die Faktoren I, VIK und X werden in der Leber synthetisiert und
missen carboxyliert werden. Dieser Schritt ist MitaK-abhangig, und die Bindung dieser

Gerinnungsfaktoren an Endothelzellen und Thromieseytird tiber das Calcium vermittéft.



Die Geschwindigkeit der Gerinnungskaskade ist apigéwon der Aktivierung des Faktors X im
Verhaltnis zu Faktor Xa und von der Konzentrati@n &erinnungsfaktoren auf der Oberflache

aktivierter Zellerr®
1.2.2. Das plasmatische Gerinnungssystem - die Ititioren

Zu den wichtigsten Inhibitoren des plasmatischerrifBangssystems zahlen Antithrombin
(AT), Protein C (PC) und Protein S (PS) (Abbilduf)g

Die Oberflache von Endothelzellen ist fur die intobhsche Wirkung des plasmatischen
Gerinnungssystems von groRer Bedeutiingls Kofaktor fiir Thrombin ist Thrombomodulin
der wichtigste Rezeptor auf der Endothelzelle, kwien die Thrombinwirkung fundamental
verandert wird. Nach Bindung an Thrombomodulin meit Thrombin seine SpezifithtEs ist
ausschlief3lich nicht mehr gerinnungsaktivierendksam und aktiviert zusammen mit dem
endothelialen Protein-C-Rezeptor (EPCR) das inhilsithe System uber das Protein*'C.
Aktiviertes Protein C (aPC) bildet einen Komplext mém Kofaktor Protein S und inaktiviert
dann die Gerinnungsfaktoren Faktor Va und Faktdla\’f Zusammen mit dem Protein S spaltet
APC den Faktor Va an den Positionen Arg 506, Ar§ 88d Arg 679 (Abbildung 7% Auch
beim haufigsten hereditaren VTE-Risikofaktor, demaktér V Leiden, ist dieser
Inaktivierungsschritt durch eine Veranderung dertraden Schnittstelle gestdit.

Antithrombin wird in der Leber synthetisiert undhihiert vorzugsweise Faktor Xa und
Thrombin (Faktor lla). Die Geschwindigkeit der Reak von Antithrombin wird therapeutisch
durch Heparin erheblich gesteigert.
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Abbildung 4. Darstellung der plasmatischen Gerinnugsinhibitoren (Inhibitoren blau
markiert). Aktiviertes Protein C (aPC) bildet einen Komplext mém Kofaktor Protein S (PS)
und inaktiviert dann die Gerinnungsfaktoren Fakdsa (Vi) und Faktor Vila (V).
Antithrombin (AT) inhibiert vorzugsweise Faktor Xiad Thrombin (Faktor Ila).

1.2.3. Das Fibrinolysesystem

Die Fibrinolyse stellt einen Mechanismus zur Begtery der Gerinnselbildung dar. Analog zum
Gerinnungsgeschehen gibt es ineinander greifen@seRhder Initiierung, Amplifikation und
Kontrolle® Das letztendlich wirksame Enzym der Fibrinolyse Bdasmin. Es entsteht aus
Plasminogen, das in der Leber synthetisiert widdsmin bindet an Fibrin und spaltet es in
definierte Fibrindegradationsprodukte (Abbildung's¥

Parallel zur Bildung des Fibrins wird die Auflésudgs Fibrinnetzes initiiert. Plasminogen wird
vor allem durch den von Endothelzellen sezerniefisaue Type Plasminogen Aktivator (t-PA)
aktiviert. Der entstehende Enzymkomplex aus t-FAsminogen und Fibrin, das in diesem Fall

auch als Kofaktor eine Rolle spielt, fiihrt zur veein Generierung von PlasnifhNach der
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Bindung an Fibrin wird die Aktivitat von t-PA um slaca. 1000-fache gesteig&ttWeitere
Aktivatoren von Plasmin sind Urokinase und Kallikre Urokinase liegt im Plasma in
niedrigerer Konzentration vor als t-PA, sie spaRktsminogen an den gleichen Stellen wie t-PA.
(Abbildung 5).

Zu den zwei Hauptinhibitoren der Fibrinolyse gembRéasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-
1) und ax-Antiplasmin @2AP). a-Antiplasmin wird in der Leber synthetisiert undhibiert
Plasmin in einer Sofortreaktion durch Bildung eis&sbilen Komplexe¥ Desweiteren wird,-
Antiplasmin in quervernetztes Fibrin unter Beteilg von aktiviertem Faktor XIII kovalent
eingebunden. Es blockiert die Adsorption von Plasgen an Fibrin und reduziert damit das im
Fibringerinnsel verfugbare Plasminogen. t-PA undHlivase werden durch den Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 gehemmt. Auf die Rolle von RA in der Hamostase wird im Abschnitt

1.2.4 detalilliert eingegangen.

‘ Plasminogen ‘

PAI-1
(tPA, uPA)

a2AP

Plasmin

———————————————————————

Fibrinnetz Fibrinfragmenteé

_______________________

Abbildung 5. Aktivierung und Hemmung der Fibrinolyse (Inhibitoren blau markiert).

Plasminogen wird durch Tissue Type Plasminogenvakbr (t-PA) oder Urokinase (u-PA)
aktiviert. Der entstehende Enzymkomplex aus t-PlAsiinogen und Fibrin fuhrt zur weiteren
Generierung von Plasmin. Plasmin bindet an Fibrind uspaltet es in definierte

Fibrindegradationsprodukter,-Antiplasmin @2AP) inhibiert Plasmin in einer Sofortreaktion
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durch Bildung eines stabilen Komplexes. t-PA undkitase werden durch den Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) gehemmt.

1.2.4. Die Rolle des Plasminogen-Aktivator-Inhibito-1 in der Hamostase

Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) geldrzu den wichtigsten Inhibitoren des
Fibrinolysesystems. PAI-1 Gbernimmt eine entschreddeKontrollfunktion der fibrinolytischen
Gerinnungskaskade. Wahrend der intravasalen Figsaoerfolgt die Umwandlung des
inaktiven Plasminogens in das aktive Plasmin duten gewebsspezifischen Plasminogen-
Aktivator (t-PA) und den Urokinase. Die Hauptfurktides PAI-1 besteht in der Hemmung von
t-PA und der Urokinase (Abbildung 5). PAI-1 bildeit beiden Fibrinolyse-Aktivatoren einen
stabilen 1:1 Komplex, der aus der Zirkulation Uber Leberzellen aufgenommen und abgebaut
wird.** Somit spielt PAI-1 eine regulierende Rolle bei &rinolyse durch die Kontrolle der
Konzentration von t-PA und Urokinase. Das Gleichigbtvzwischen Plasminogenaktivatoren
und Inhibitoren ist der entscheidende Faktor fir n deAktivierungsstatus des
Fibrinolysesystem&

Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 ist ein Glywmtein mit einem Molekulargewicht von
47 000 Daltorf® PAI-1 wird von den Endothelzellen produziert und Blut sezerniert. Es ist
auch in  Thrombozyten, Leberzellen und Adipozyten in6herer Konzentration
nachweisbaf>*®*’ Die Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 Synthese avilurch eine Reihe von
Entzindungsmediatoren, z.B. Endotoxin, InterleukinFumornekrosefaktor, sowie Fibroblast
Growth Factor und Angiotensin Il stimuliéft*’ Die unstabile aktive Form des PAI-1 wird in
seine inaktive Form in wenigen Minuten spontan unagelelt!’ Durch Bindung an Vitronectin
wird PAI-1 in aktiver Form im Plasma stabilisiért:’

Seit der Entdeckung von PAI-1 durch van Mourik et1l884 sind viele Studien durchgefiuhrt
worden, um PAI-1 Funktionen sowohl in vivo als auechvitro aufzuklarer® Aufgrund seiner
Multifunktionalitat ist PAI-1 eine Komponente in dBathogenese verschiedener Erkrankungen
(Abbildung 6).

Die PAI-1 Plasmakonzentration wird sowohl von Unifeddtoren als auch vom jeweiligen
genetischen Hintergrund beeinfluséuf den genetischen Hintergrund wird im AbschiitB.3
detailliert eingegangerkin Zusammenhang zwischen der PAI-1 Plasmakonzemtrand dem
metabolischen Syndromurde zum ersten Mal von Vague et al. 1986 besbbri*® Die PAI-1
Plasmakonzentration korreliert eng mit der Trighjdkonzentration und der Insulinresistéfiz.

PAI-1 ist bei Patienten mit metabolischem Syndreowie bei Patienten mit Diabetes mellitus

12



Typ 2° erhoht und spielt dadurch eine groRe Rolle inRighophysiologie der Atherothrombose
und Insulinresisten?.>® Die Mechanismen der Uberexpression von PAI-1 befaimlischem
Syndrom sind komplex und die Kausalitat muss nagtiggt werden®>>

Im Rahmen vorAkute-Phase-Reaktiondn.B. Schwangerschaft oder postoperative Phase) ka
es zu einer vermehrten Freisetzung von PAI-1 awotBelzellen durch die Stimulierung der
Entzindungsmediatoren kommen. PAI-1 scheint aucle evichtige Rolle in akuten und
chronisch entziindlichen Erkrankungen der Lungepielen®’

Bei mehrerermalignen Prozessewird ein PAI-1 Einfluss auf Pathogenese und Pregndes
Tumorprozesses beobachtet®>’

Aufgrund seiner physiologischen Funktion kann eil-P Mangel oder eine vermehrte PAI-1
Aktivitat theoretisch zu einer Blutungsneigung bzm. einer Thromboseneigung fiihf@nSo
sind seltene Falle beschrieben, in denen ein PMahgel nach Trauma oder nach Operationen
zur Blutungsneigung fihrf Viel haufiger wird aber die PAI-1 Erhéhung mit exiellen
Thromboembolien in der Verbindung gebratit

Fur die vendsen Thromboembolien ist die Datenlaggoibders widersprichlich. Viele Studien
zeigen keinen Einfluss von PAI-1 Aktivitdit oder Kmmtration auf vendse
Thromboemboliefi?®® Es gibt aber (sehr wohl) andere Untersuchungeneifie Verbindung

zwischen PAI-1 Erhéhung und VTE zeigféit°
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Abbildung 6. Pleiotrope Funktion von Plasminogen-Akivator-Inhibitor-1 (PAI-1) (nach
Iwaki et al. 2012).PAI-1 spielt eine wichtige Rolle sowohl in der Heommg der Fibrinolyse als
auch in der Pathogenese verschiedener Erkrankunge@, z.B. Tumorerkrankungen,

Atherosklerose, metabolisches Syndrom und entzélmeliErkrankungen.

1.3. Thrombophilie

1.3.1. Definition und Bedeutung

Thrombophilie ist die genetisch bedingte oder ebgoe Neigung zu Thrombosen und/oder
Embolien®” Zu den wichtigsten genetisch determinierten Risiktoren zahlen der
Antithrombinmangel, der Protein-C- und S-Mangel; Baktor V Leiden und die Prothrombin

Variante G20210A:°® Operationen, Trauma und Antiphospholipid-Antikdrgehéren zu den
bedeutsamen erworbenen Risikofaktdtéh®®®Eine persistierende Erhéhung des Faktor VIII
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zahlt seit einigen Jahren ebenfalls zu den gutgbete Risikofaktoren der VTE:"? Die
molekularen Ursachen der Faktor VIII Erhéhung simsher allerdings unklar, auch wenn es
hierfiir ebenfalls einen genetischen Hintergrundgeben schein Neben den aufgezahlten
thrombophilen Diathesen gibt es noch andere Verangen, die mit einer erhdhten
Thromboseneigung in Zusammenhang stehen, z.B. @émg® an Plasminogen, persistierende
Erhdhungen der Faktoren IX, XI und Fibrinodéfl. Die Assoziation mit einer
Thromboseneigung wird bei diesen Parametern entwdé&datrovers diskutiert oder ihr
pradiktiver Wert ist im Einzelfall gering.

Auf eine Vielzahl weiterhin diskutierter VTE-Risitaktoren (z.B. Hyperhomozysteinamie,
MTHFR-Variante, ACE- und t-PA-Genotypen) wird inedem Zusammenhang nicht im Detail

eingegangen.
1.3.2. Thrombophile Risikofaktoren im Hamostasesysim
Der Inhibitorenmangel (Abbildung 4)

Ein Mangel an Antithrombin, Protein C oder Prot&éinfindet man bei weniger als 1% der
(allgemeinen) Bevolkerund:’® Der Inhibitorenmangel ist mit einem stark erhdhten
Thromboserisiko verbunden und wird daher mit eihéheren Frequenz bei Patienten mit
Thrombosen gefunden.

Der Antithrombin-Mangelvurde erstmalig Mitte der 1960er Jahre von Egelbeschriebery’
Der hereditdre Antithrombinmangel wird autosomalmd@ant vererbt und tritt nur in
heterozygoter Forrff Homozygote Merkmalstrager sind nicht lebensfaBgwerden 2 Formen
des Antithrombinmangels unterschiedd@yp I Aktivitats- und Antigenwerte sind vermindert;
Typ II: normaler Antigenspiegel bei reduzierter Aktivitits Antithrombins.

Ein Zusammenhang zwischen einem heredit&mtein C-Mangeund Thrombosen wurde zum
ersten Mal von Griffin et al. Anfang der 1980er rdahbeschriebef? Ahnlich dem
Antithrombinmangel wird beim Protein C-Mangel eladisf zwischen einem Typ 1 (verminderte
Aktivitat und Antigen) und einem Typ Il (verminderAktivitat) unterschieden.

Der Kofaktor im APC-System, das Protein S, zirkudlieu 40% in freier Form im Plasma.
AusschlieBlich freies Protein S ist aktiBeim Protein S-Mangelverden 3 Typen beschrieben:
Typ I sowohl die Aktivitat als auch der gesamte Pro®iGehalt sind verminderTyp Il: nur
die Aktivitat ist vermindert;Typ Ill: die Aktivitdt und der Gehalt an freiem Proteinsid

herabgesetzt.
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Das Lebenszeitrisiko fur VTE bei Anithrombin-, Reit C- oder Protein S-Mangel liegt bei ca.
60-70%%° Homozygote Trager fiir Protein C- und S-Mangel sirttem selten. Dieser Zustand
fuhrt zu einer lebensbedrohlichen Thromboseneig@dgrpura fulminans) kurz nach der
Geburt?*8?

Antithrombin-, Protein C- und Protein S-Mangel-Zmsie konnen auch im Rahmen von Leber-
und Nierenerkrankungen erworben werden, bzw. iattogunter einer oralen
Antikoagulanztherapie (Protein C, Protein S) atdine Ein erworbener Protein S-Mangel tritt

haufig in der Schwangerschaft oder unter der Eimeahormonaler Kontrazeptiva auf.
Der Faktor V Leiden bzw. die APC-Resistenz

Als Ursache einer Thromboseneigung wurde erstm2@38 on Dahlbé&ck et al. eine Resistenz
gegeniiber aktiviertem Protein C beschriebeBir untersuchte hierzu Familien mit mehreren
thromboembolischen Ereignissen, bei denen keirbitdtenmangel nachweisbar war. In diesen
Fallen stellte er gehauft eine Resistenz von FaXt@egenuber der Wirkung vom aktivierten
Protein C fest! In nahezu allen Fallen ist diese Resistenz duirsh 81691A-Punktmutation in
Exon 10 des Faktor V-Gens bedingt. Wie sich in &eit Untersuchungen herausstellte, wird
hier eine wichtige Protein C-Spaltungsstelle imadtten Faktor V so verandert, dass Faktor Va
nur verzoégert durch aktiviertes Protein C gespalteerden kann (Abbildung 7§. Die
prokoagulatorische Wirkung ist dadurch verlangertvbverstérkt, und die Inaktivierung ist
verzogert. Die Mutation wird nach ihrem Entdeckwrgjsdem niederlandischen Ort Leiden,
benannt. Der Erbgang ist autosomal domiffafiine heterozygote Faktor V Leiden-Mutation ist
mit einem 3- bis 8-fach erhéhtem Thromboserisikepasert, bei Homozygotie steigt das Risiko
auf das bis zu 50-80-fache der allgemeinen Bevitigan’®° Die héchste Préavalenz der Faktor
V Leiden-Variante von bis zu 5% wurde fir die Beéwilung kaukasischer Abstammung
beschriebefi’ In der Gruppe der Patienten mit Thrombophilie énchan der Faktor V Leiden
mit einer Haufigkeit von circa 30-4088.Somit stellt der Faktor VV Leiden bei Patienten mit

vendsen Thromboembolien den haufigsten, bislangrmgksten hereditaren Defekt dar.
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Abbildung 7. Mechanismus der APC-ResistenzZusammen mit Protein S (PS) spaltet
aktiviertes Protein C (aPC) den Faktor Va (Vi) am éPositionen Arg 506, Arg 306 und Arg 679.
Der Faktor V Leiden entsteht durch eine Punktmataties Gens, wobei ein Austausch der
Aminosaure Arginin (Arg) durch Glutamin (GIn) an $#ten 506 vorliegt. Dies fuhrt zur

Verzdgerung der Spaltung des Faktor Va, da dasubigemotiv fir aPC verandert wurde.

Hierdurch wird die Halbwertszeit des aktivierterktea V verlangert.

Prothrombin G20210A

1996 wurde von Poort et al. eine Mutation in Prothibingen beschriebéfl.Es handelt sich
dabei um eine Punktmutation in der 3 -untransletieRegion des Gens, wobei ein Austausch
der Base Guanin durch Adenin an Position 20210 iegitl Dieser ist mit erhdhten
Prothrombinspiegeln und damit einer verstarktertHPombinaktivitat assoziieff:®® Hierdurch
wird eine vermehrte Thrombingenerierung geférded augleich die Inaktivierung von Faktor
Va durch aktiviertes Protein C beeintrachtijt: Dies wiederum wird mit als Ursache fiir ein

erhohtes Risiko fur vendse Thromboembolien sowieglitiderweise auch fur zerebrale
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Venenthrombosen und Myokardinfarkte angeséfiéhDie ProthrombinG20210A Variante ist
bei 2% der Normalbevolkerung und 6-18% der Patrentat ventsen Thromboembolien
nachweisbaf®?>*Das Thromboserisiko ist bei Tragern der Prothron@®20210A Variante im
Vergleich zum Normalkollektiv um etwa das 3-fachehcdit®°” Wenn die Prothrombin
G20210A Variante mit anderer genetischen Varianeea:B. dem Faktor V Leiden kombiniert
ist, wird das Risiko fur Thrombosen deutlich gegtei, und diese Patienten sind nachweislich

friher betroffen und durch Rezidive besonders gefi®
1.3.3. Thrombophile Risikofaktoren im Fibrinolysesytem

Wahrend verschiedene Arbeiten auch im fibrinolytest System thrombophile Risikofaktoren
beschreiben, ist die Datenlage hierbei - verglicheit den oben beschriebenen im
hamostatischen System - deutlich starker kontroters

Die bekanntesten thrombophilen Risikofaktoren iorifolysesystem sind die Varianten Tissue
Type Plasminogen Aktivator (t-PA) Intron h InserntiDeletion und Plasminogen-Aktivator-

Inhibitor-1 (PAI-1) 4G/5G Wegen der Fokussierung dieser Arbeit auf die PAM@/5G

Variante soll diese hier ausschliel3lich weitere &@mung finden.
PAI-1 4G/5G

Das humane PAI-1 Gen ist auf dem Chromosom 7 Ilsikaliund enthalt neun Exone und acht
Introne?”*® Der PAI-1 Genpromotor enthélt an Position 675 ndeh Initiationsstelle eine
4G/5G-Insertion bzw. -Deletion als Polymorphismdadurch liegen 4 oder 5 Guaninbasen vor
(Abbildung 8). Der PAI-1 4G/5G Polymorphismus ist giner differentiellen Proteinexpression
verbunden. Eine erhdhte Gentranskription ist mimdes Allel assoziiert. In diesem Fall bindet
in dieser Region lediglich ein Transkriptionsaktora wahrend beim 5G Allel zusatzlich ein
Repressorprotein gebunden wifd.Viele Studien zeigten, dass homozygote Trager 4f@s
Allels eine circa 25% hohere PAI-1 Plasmakonzemtngn als homozygote Trager des 5G
Allels aufweisert?*1%4

Der PAI-1 4G/5G Polymorphismus ist in einer Vieleklmischer Arbeiten beschrieben worden,
sowohl in Zusammenhang mit arterief&ff>'°" als auch vendsen Thrombosen, ohne dass
jedoch eine abschliel3ende Risikobewertung mogthim mehreren Studien wurde die PAI-1
Variante 4G in Verbindung mit venésen Thromboengroljebracht?'%**3Segui et al. fanden

heraus, dass das Vorhandensein der PAI-1 4G VariatAnwesenheit von anderen genetischen

18



Risikofaktoren das Thromboserisiko erhdfitDas wurde in weiteren Untersuchungen von Akar

et al. 2000, von Barcellona et al. 2003 und in riMetaanalyse von Tsantes et al.

bestatigt:’®*'#3|n vielen anderen Studien wurde kein Zusammentmwigchen der PAI-1

AG/5G Variante und vendsen Thromboserisiko feseje&t'%14° Die Datenlage zur

Bedeutung von PAI-1 4G/5G Polymorphismus fir venéBeromboembolie

widerspruchlich und uneinheitlich.

niedrige PAI-1
Konzentration

Transkriptions- Repressor-
aktivator protein

(5G) GGGGG (Wildtyp)

regulatorische Transkription

( Region ) )

T -675 PAI-1 Gen

(4G) GGGG (Variante)

Transkriptions-
aktivator O
hohe PAI-1
Konzentration

o Promoter % 3

ist daher

Abbildung 8. Organisation des PAI-1 Gens und funkinelle Bedeutung des PAI-1 4G/5G
Genotyps (nach Kohler und Grant, 2000)Der PAI-1 Genpromotor enthalt an Position 675 vor

der Initiationsstelle eine 4G/5G-Insertion bzw. k®n als Polymorphismus. Der PAI-1 4G/5G

Polymorphismus ist mit einer differentiellen Pragipression verbunden. Wahrend beim 4G

Allel ein Transkriptionsaktivator gebunden wird, nka beim 5G Allel

Repressorprotein gebunden werden.
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1.3.4. Labordiagnostisch fassbare VTE-Rezidivrisikfaktoren

Zum jetzigen Zeitpunkt sind nur wenige labordiagisodr fassbare Parameter bzw.
Konstellationen mit einem gesichert erhohten Rerslko der VTE verbunden.

Zu den wichtigsten genetisch determinierten Risiktdren z&hlen Inhibitormangel-Zustande
(Antithrombin, Protein C und S), der homozygote tBakv Leiden, die Homozygotie fir
Prothrombin Variante G20210A oder Doppelt-Heteratigy fir Faktor V Leiden und die
Prothrombin Variante G20210&** Dariiber hinaus ist bekannt, dass Patienten minein
gesicherten Phospholipidantikdrpersyndrom ein ddutlerhbhtes Rezidivthromboserisiko
aufweiserf>?*3** Es war besonders erhoht bei Patienten, bei defeenrdle Antikoagulation
beendet worden waf.Aktuell laufen viele Studien, die einen Wieder#tptder D-Dimer nach
dem Beenden der initialen Antikoagulation als Peémlifiir ein spateres Rezidiv untersuchén.
9 Hierbei muss beachtet werden, dass die D-Dimertidde nur bei Patienten mit spontaner
VTE einen Stellenwert bei der Einschatzung desdrezsikos zu haben scheifit.

1.4. Fragestellungen dieser Arbeit

Die ventse Thromboembolie bleibt trotz Fortschmiite Diagnose und Therapie eine bedeutende
Ursache fur Morbiditst und Mortalitdt® Eine Vielzahl an Risikofaktoren fiir vendse
Thromboembolien ist heute bekannt. So werden, \eieits oben erlautert, die Prothrombin
Variante G20210A, der Faktor V Leiden, der Prot€its- bzw. Antithrombinmangel fur ein
erhdhtes Thromboserisiko verantwortlich gemacht.
Die Beziehung zwischen dem fibrinolytischem Systend VTE ist derzeit deutlich weniger
eindeutig belegt. Daher wird im Rahmen dieser Arber Zusammenhang zwischen der vendsen
Thromboembolie und dem PAI-1 4G/5G Polymorphismus.lder PAI-1 Aktivitat untersucht.
Es ergeben sich fur diese Arbeit folgende Fragesigen:
1. Besteht im von uns untersuchten Kollektiv ein Zuswnhang zwischen PAI-1 4G/5G
Genotyp und PAI-1 Aktivitat und der VTE?
2. Ist eine erhbhte PAI-1 Aktivitat als unabhangigasikbfaktor fir die Entstehung der
VTE nachweisbar?
3. Ist ein PAI-1 4G/5G Genotyp als unabhangiger Rifsiktor flr die Entstehung der VTE

nachweisbar?
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4. Besteht ein Zusammenhang zwischen einer PAI-1 Altibzw. PAI-1 4G/5G Genotyp
und idiopatischer vs. sekundarer VTE?

5. Liegt eine Korrelation zwischen dem Rezidivrisiker d’enésen Thromboembolien und
PAI-1 Aktivitat bzw. PAI-1 4G/5G Genotyp vor?

Neben diesen priméren Fragestellungen wird aul3eddenV/erhalten der D-Dimer, von Faktor
VIIl und Fibrinogen charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchte Studienkollektive

Die Beziehung zwischen PAI-1 Aktivitdt und klinisah Charakteristika wurden in einer VTE
case-only Studie untersucht. Der Einfluss des PAIEI5G Genotyps auf die VTE wurde in
einer case-control Studie betrachtet.

Patientenkollektiv

In der hdmostaseologischen Ambulanz des Institut3 fansfusionsmedizin wurden konsekutiv
Patienten im Rahmen einer retrospektiven case-@tlydie in Zeitraum von 2005-2006
untersucht. Es wurden 551 konsekutive Patienten WIE und 595 ohne VTE in die
Untersuchungen einbezogen. Die klinischen DatesediBatienten wurden retrospektiv erhoben,
die labordiagnostische Charakterisierung erfolgte Zeitpunkt der Vorstellung. Da wahrend
der Schwangerschaft Erh6hungen von Faktor VI, iv&en, Fibrinogen und PAI-1
physiologisch sind, wurden aus dem Gesamtkollektie Schwangeren ausgeschlossen. Die
Patienten mit vendsen Thromboembolien hatten anstisnok einmalige oder rezidivierende
thromboembolischen Ereignisse. Die Thromboseldkatisschloss tiefe ventse Thrombosen der
unteren Extremitat (TVT) und/oder Lungenemboliert)lein. Die Patientengruppe mit VTE
wurde in vier Gruppen unterteilt: spontan (ohneeseft Ausloser) versus nicht spontan, sowie
rezidivierende versus nicht rezidivierende VTE. Adssloser wurden nur in der Literatur
einheitlich verwendete expositionelle Risikofaktokeericksichtigt: Operation, Trauma, Fraktur,
Immobilisation in den vorausgegangenen 12 Wocheowohl Orale Kontrazeptiva als auch
Flugreisen waren in mehreren verschiedenen StkdienAusschlusskriterium fur die Definition
spontaner VTE! In der Patientengruppe ohne VTE wurden Patientere @namnestische und

klinische Hinweise auf thromboembolische Erkrankemgpeschlossen.

Kontrollkollektiv (fir Untersuchungen zum PAI-1 8G/Genotyp)

265 gesunde konsekutive Kontrollpersonen wurdem 205 dem Kollektiv von Blutspendern
der Charite untersucht. Die Kontrollpersonen wurd@nRahmen einer Blutspende auf die

Moglichkeit der zusatzlichen Untersuchung hingeefgsaufgeklart und das Einverstandnis
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eingeholt. Eingeschlossen wurden nur die Persoden,an diesem Tag zur Blutspende
zugelassen wurden und die folgenden Einschlussknterfiillten: Alter zwischen 18 und 68
Jahren, in der Vorgeschichte keine ventse Thrombobey keine Tumorleiden, keine akuten
und chronischen Erkrankungen (s. Richtlinien zuwiBaung von Blut und Blutbestandteilen

und zur Anwendung von Blutprodukten 2005, mit Riacnanpassung 2010).

2.2. Probensammlung

Bei der Vorstellung in der Gerinnungsambulanz wudée Patienten mit einer grof3lumigen
Kanule EDTA- und Citrat-Blut entnommen. Nach denkion wurde die Stauung rasch gelost,
um eine iatrogene Aktivierung der Gerinnung zu \edan. Zuerst wurden EDTA-ROhrchen,
dann die Citrat-Rohrchen gefullt. Das Blut wurdeglsa@h grindlich mit der Citratldsung
gemischt, um eine Gerinnungsaktivierung zu verhimdBie Proben wurden innerhalb von 2-4
Stunden in das Labor gebracht und analysiert.

Die PAI-1 Aktivitat weist starke tageszeitliche 8@nkungen auf, deswegen wurden die Proben

immer bis 10.00 Uhr abgenommen.

2.3. Ubersicht der untersuchten Parameter

Parameter | Verfahren Probenmaterial | Reagenz
PAI-1 chromogen Citrat-Plasma Berichrom PAI Testkit
(Dade Behring)
PAI-1 PCR EDTA-Vollblut | In House PCR, GenoM6 (Genovision,
4G/5G USA)H/
Faktor chromogen Citrat-Plasma Faktor VIl Chromogen Tiestk
Vilic (Dade Behring)
D-Dimer immunturbidmetrisch Citrat-Plasma Innovance D-Dimer Kit
(Dade Behring)
Fibrinogen | koagulometrisch Citrat-Plasma Multifiboren U

PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
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2.4. Hamostaseologische Teste

Chromogene Analytik

Die PAI-1 Aktivitat wurde mit dem Fibrinolysis Pan&ter Assay (FIPA) bestimmt. Das Prinzip
der Methode besteht darin, dass PAIl in der Probekibase inaktiviert. Anhand der
Umwandlung von Plasminogen in Plasmin wird die Bliastitdt der Urokinase bestimmt. Das
entstandene Plasmin wird Uber die Spaltung einesrabtgenen Substrats bei 405 nm gemessen.
Verwendete Reagenzien: Berichrom PAI Test Kit DBdhring Marburg/Deutschland
Normalbereich: 0,3-3,5 U/ml

Gerat: BSCSystem/Dade Behring

Zur chromogenen Erfassung der Faktor VIII Aktivitdird zunéachst Faktor VIII durch
Thrombin aktiviert. Der aktivierter Faktor VIII (Mllla) beschleunigt dann die Umwandlung
von Faktor X zu Faktor Xa in Gegenwart von aktiigen Faktor IX, Phospholipiden und
Calciumionen. Die Faktor Xa-Aktivitat wird durch Hsolyse eines Faktor Xa-spezifischen p-
Nitroanilid-Substrates (pNA) gemessen. Die Menge fileigesetzten pNA, gemessen bei 405
nm, ist proportional zur Faktor Xa-Aktivitat, folgh zur Faktor VIII-Aktivitat der Probe.
Verwendete Reagenzien: Faktor VIII Chromogen Téefikde Behring Marburg/Deutschland
Normalbereich: 50-175 %

Gerat: BSCSystem/Dade Behring

Koagulometrische Analytik

Die Fibrinogen Quantifizierung erfolgte nach Mokiition der Methode nach Clauss. Citrat-
Plasma wird mit einem groRen Uberschuss an Thronzin Gerinnung gebracht. Die
Gerinnungszeit hangt hierbei weitgehend vom Filgamgehalt der Probe ab.

Verwendete Reagenzien: Multifioren U Dade Behringriburg/Deutschland

Normalbereich: 1,5-4,5 g/l

Gerat: BSCSystem/Dade Behring
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Immunologische Analytik

Die Bestimmung der D-Dimer Konzentration erfolgteit meinem partikelverstarkten,
immunturbidmetrischen Test. Polystyrolpartikel, dl@valent mit einem monoklonalen
Antikérper (8D3) beladen sind, aggregieren, wena siit D-Dimer enthaltenden Proben
gemischt werden. Die Detektion erfolgt immunturbetnsch. Dadurch wird die Quantifizierung
von D-Dimer in Humanplasma ermdglicht.

Verwendete Reagenzien: Innovance D-Dimer Kit DadberiBig Marburg/Deutschland
Normalbereich: 50-200g/|

Gerat: BSCSystem/Dade Behring

2.5. Molekularbiologische Untersuchungsmethoden
Isolierung der genomischen DNA

DNA Proben wurden von 551 Patienten mit VTE und 2Z&&ntrollpersonen gewonnen.
Genomische DNA wurde aus EDTA-Blut mittels einesmkaerziell verfligbaren DNA
Isolierungs-Kits (GenoM6 von Genovision, USA) isoti'’ Die DNA-Konzentration lag
jeweils bei ca. 50 ng/pl.

Alle Primer wurden synthetisiert und gereinigt duidB-MOLBIOL (Berlin). Die PCR wurde
mit einem Gesamtvolumen von 10 pul, bestehend gusPyimermix und 5 pl Mastermix, wie

unten beschrieben, durchgefihrt.
Primer-Mixe und Komponenten des PCR Assays

Die allelspezifischen Sense (S) und Antisense A8her wurden mit einer End-Konzentration
von 1,25 pmol/l in einem Volumen von 5 pl vorgeldgie Endkonzentrationen des Primers flr
die Co-Amplifikation der internen Kontrolle (HGF)aren jeweils 0,25 pmol/l fir S und AS. Die
Endkonzentrationen der weiteren Bestandteile depléAikationsreaktionen waren: PCR-Puffer
(Perkin Elmer), PCR-Puffer G (Invitrogen), dNTP (2@M; Perkin Elmer), Glyzerin (5%;
Sigma), Kresolrot (1%; Sigma), DNA (100 ng/pl) uAtinum Taq DNA Polymerase (5 [U/ul,

Invitrogen).
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Die allelspezifischen Primer werden zunéchst ané édonzentration von 100 pM mit dg@l
eingestellt. Die Primermixe werden mit dem HydrAbifillautomaten aliquotiert.

PCR Amplifikation und Gelelektrophorese

Die Amplifizierung der Faktoren wurde in drei Scten in einem Thermocykler (GeneAmp
PCR System 9600 oder 9700) durchgefuhrt. Auf eiDematurierungsschritt (96°C, 2 min)
folgten 10 weitere Zyklen mit Denaturierung (96%5, sec) und Hybridisierung (65°C, 60 sec),
und abschlielende 20 Zyklen mit Denaturierung (9@®sec), Hybridisierung (61°C, 50 sec)
und DNA — Extension (72°C, 30 sec). Zehn-Mikrolifeéroben der PCR Produkte wurden in
einem 25%-igen Agarosegel mit Ou/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch (Zielparanrete
200 mA, Laufzeit: 32 min) aufgetrennt und die Bamdester unter UV-Licht dargestellt und
fotografisch fur die Auswertung festgehalten.

2.6. Statistische Auswertungen

Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe @&atistica (Software StatSoft Inc.) Version 7.
Zunachst wurden die Populationscharakteristika@esamtkollektivs dargestellt. Die Patienten
wurden hinsichtlich ihrer klinischen Risikofaktorem verschiedene Untergruppen aufgeteilt:
Patienten mit spontanen/nicht spontanen bzw. naerdinden/nicht rezidivierenden VTE.

Bei der Testung auf Normalverteilung konnte diegelev fir die Kovariable Alter, noch fir den
BMI in einem der Kollektive gezeigt werden, die nmdem Kolmogorov—Smirnov Test
berechneten p —Werte lagen bei < 0,001. Dahergerthé Angabe der Daten als Perzentilen
(Quartilen) mit dem jeweiligen Median. Die Berechguder Signifikanzniveaus erfolgte mit
dem nicht parametrischen Mann—-Whitney U Test unasKal-Wallis-Test.

Fur die Bestimmung des Risikos wurde die Odds-R@iR) bestimmt. Zur Angabe von Odds
wird die Zahl der Ereignisse dividiert durch diehZder Nicht-Ereignisse (Tabelle ¥f Es gilt
dann Odds Ratio = ad/bc.

Tabelle 1.

Mit Risikofaktor | ohne Risikofaktor
Krank | a b
Gesund c d
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Ist OR =1, so sind die Erkrankungschancen unt@oBixion und Nicht-Exposition gleich. Wird
OR > 1, so ist die Erkrankungschance unter Exmsigirof3er als unter Nicht-Exposition. Im
Falle, dass OR < 1, ist die Situation einer Prav@ekgjegeben. Die Odds Ratio wurden immer mit
95% Konfidenzintervallen angegeben. Wenn diesevatie den Wert ,1“ nicht umfassen, wird
das Ergebnis als signifikant bezeichnet.

Die angegebenen Signifikanzen wurden mit dem Cladpat-Testy?-Test) ermittelt.

Bei statistischen Analysen in Bezug auf den PAIG/Y Genotyp wurde entweder der
Tragerstatus (4G-Variantentrager vs. 5G/5G-Wildtgaler aber die Anzahl der 4G-Allele
(5G/5G-Wildtyp vs. 4G heterozygot vs. 4G homozygoty den betrachteten Zielgrof3en in

Beziehung gesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Charakteristika der Studienpoplation

Insgesamt wurden 1411 Individuen in die Untersugleareinbezogen. Es wurden 551 Patienten
mit tiefer Venenthrombose (TVT) und/oder Lungeneh#bdLE) und 595 ohne vendse
Thromboembolie (non VTE) untersuchDas Kontrollkollektiv umfasste 265 gesunde
Blutspender.

Um den Einfluss der PAI-1 Aktivitat und anderer bgharameter (Faktor VIII, D-Dimer,
Fibrinogen) auf klinische Charakteristika detaillieu betrachten, wurde die Gesamtgruppe mit
vendsen Thromboembolien in spontane/nicht sporivame rezidivierende/nicht rezidivierende
Ereignisse aufgeteilt.

Die demografischen Daten sind in der Tabelle 2 efiifyt.
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Tabelle 2. Demographische Daten

VTE

insgesamt spontan  nicht spontan rezidivierend nicht rezidivierend

non VTE Kontrolle

n (%) (n=551) (n=332) (n=219) (n=119) (n=432) (n=595) (n=265)
Geschlecht, n (%)

weiblich 357 (65) 220 (66) 137 (63) 73 (61) 284 (66) 446 (75) 171 (65)
mannlich 194 (35) 112 (34) 82 (37) 46 (39) 148 (34) 149 (25) 95 (35)

Alter, median (IQR) 48 (38-61) 50 (39-63) 46 (38-55) 54 (44-62) 46 (36-59)
BMI, median (IQR) 26 (24-30)26 (24-30) 26 (23-30) 26 (23-39) 26 (24-31)

40 (26-5B88 (29-49)
24 (21-2D4 (22-27)

VTE: vendse Thromboembolie; BMI: Body Mass IndeQRI: Interquartile Range (25.-75. Perzentile)
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Die Patientengruppe mit VTE bestand aus 357 Fraueh194 Mannern. Auch in der nicht
VTE-Gruppe uberwogen die Patientinnen (446 Fradelty Méanner). Das Medianalter der
Patienten mit VTE lag bei 48 Jahren, ohne VTE bei Jahren (p<0,001) und in der
Kontrollgruppe bei 38 Jahren (p<0,001). Die Pagannit VTE hatten einen signifikant hGheren
BMI im Vergleich zur Patientengruppe ohne VTE (B4{1) und der Kontrollgruppe (p<0,001).
Die Datenlage untermauert die Vermutung, dass diegebnisse selektionsbedingt sind.

3.2. Beziehung zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAl Aktivitat

Da die PAI-1 Plasmakonzentration sowohl von Umwaéglibren als auch dem genetischen
Hintergrund beeinflusst werden, wurde die Auswirkaies PAI-1 4G/5G Genotyps auf die PAI-
1 Aktivitat untersucht. Bei der graphischen Dateted wurden Boxplots verwendet. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 9, 9a, 9b, 9c 1ddargestellt.

In einem Boxplot werden graphisch die 25% und 759ar@le als untere und obere Begrenzung
des Boxplots dargestellt. Ein Boxplot ermdgliché ddarstellung der Auswirkung des PAI-1

4G/5G Genotyps auf PAI-1 Aktivitat innerhalb ein€gsamtkollektives und vor allem die

Gegenuberstellung der Subgruppen. Es wurde entwaed&rragerstatus (4G-Variantentrager vs.
5G/5G-Wildtyp) oder aber die Anzahl der 4G-Alles5(5G-Wildtyp vs. 4G heterozygot vs. 4G

homozygot) mit den betrachteten Zielgré3en in Banig gesetzt.

Bei der Analyse der Abhangigkeit der PAI-1 Aktititdiom PAI-1 4G/5G Genotyp in der

Gesamtgruppe (VTE und non VTE, 1146 Individuen) dfaman zun&chst bei einer

allelzahlbezogenen Betrachtung keine signifikanezi@hung (Kruskal-Wallis-Test, p=0,09;

Abbildung 9).

Bei einer Gegeniberdarstellung von PAI-1 5G/5G R#él-1 4G-Trager zeigte sich eine

signifikante Erhohung der PAI-1 Aktivitat bei 4Gafgern (Mann-Whitney-U Test, p=0,027;

Abbildung 9a).
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Abbildung 9. Abhangigkeit der PAI-1 Aktivitat vom PAI-1 4G/5G Genotyp im
Gesamtkollektiv (VTE und non VTE). Im Gesamtkollektiv zeigte sich eine signifikante
Erhbhung der PAI-1 Aktivitat bei Heterozygotie 4G/5(Kruskal-Wallis-Test, p=0,026),
wahrend bei Homozygotie fur 4G keine signifikantezhung erkennbar war (Kruskal-Wallis-
Test, p=0,09).

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G
Variante)

31



70

60 |

50 |

40

30

PAI-1 Aktivitat, U/ml

T p=0,027
20
10 \
4.1 / 49m B Median
[ 25%-75%
0 T Min-Max
wt/wt, n=259 (va/wt+va/va), n=882

Abbildung 9a. Abhangigkeit der PAI-1 Aktivitdt vom PAI-1 4G/5G Genotyp (4G-Allel) im
Gesamtkollektiv (VTE und non VTE). 4G-Trager wiesen im Gesamtkollektiv eine signifitean
Erh6hung der PAI-1 Aktivitat auf (Mann-Whitney-U Step=0,027).

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G

Variante)

Bei der Untersuchung der Abhangigkeit der PAI-1ivikit vom PAI-1 4G/5G Genotyp in der
VTE-Gruppe zeigte sich bei einer allelzahlbezogeBetrachtung eine Beziehung, die das
Signifikanzniveau von p<0,05 erreichte (Kruskal-W¢al est, p=0,046; Abbildung 9b).

Bei einer Gegentberdarstellung von PAI-1 5G/5GRAl-1 4G-Trager war keine signifikante
Erhbhung der PAI-1 Aktivitdt bei 4G-Tragern erkeanb(Mann-Whitney-U Test, p=0,10;
Abbildung 9c¢). Insgesamt war der Unterschied dediareen PAI-1 Aktivitat in Abhangigkeit
vom PAI-1 4G/5G Genotyp zahlenmaliig starker bei\dBE-Gruppe als im Gesamtkollektiv
(VTE und non VTE) ausgepragt.
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Abbildung 9b. Abhéngigkeit der PAI-1 Aktivitdt vom PAI-1 4G/5G Genotyp im VTE-
Kollektiv. Es zeigte sich eine signifikante Erh6hung der PAdktivitat in Abhangigkeit vom
PAI-1 4G/5G Genotyp (homozygote 4G/4AG Varianteglén VTE-Gruppe (Kruskal-Wallis-Test,
p=0,046).

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G

Variante).
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Abbildung 9c. Abhangigkeit der PAI-1 Aktivitat vom PAI-1 4G/5G Genotyp (4G-Allel) im
VTE-Kollektiv. Die PAI-1 Aktivitat bei 4G-Tragern im Patientenkaltiv mit VTE zeigte eine
Tendenz zu hoheren Werten, erreichte jedoch keéatistssch signifikant hoheren Werte (Mann-
Whitney-U Test, p=0,10).

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G

Variante).

In einer Betrachtung der einzelnen PAI-1 GenotypenVergleich zwischen non VTE- und
VTE-Patienten zeigte sich ein mit der 4G-Kopiezahhehmender Unterschied zwischen der
PAI-1 Aktivitat im non VTE und VTE Kaollektiv (Abbdung 10). Wahrend sich bei Wildtyp die
PAI-1 Aktivitat in der non VTE-Gruppe mit 3,5 U/Medianwert zeigte, ist die PAI-1 Aktivitat
mit 4,9 U/ml hoher in der VTE-Gruppe, aber es steleinen signifikanten Unterschied dar
(Mann-Whitney-U Test, p=0,06). Bei heterozygoter3I& Variante zeigte sich eine signifikante
Erh6éhung der PAI-1 Aktivitat in der VTE-Gruppe wson VTE (p=0,028). Beim Vergleich
zwischen non VTE- und VTE-Gruppe bei homozygotetM&Variante wurde hochsignifikanter
Unterschied der PAI-1 Aktivitdt nachgewiesen (p€Q,0
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Abbildung 10. Abhangigkeit der PAI-1 Aktivitat vom PAI-1 4G/5G Genotyp in den
Subgruppen: VTE vs. non VTE. Beim 5G/5G-Genotyp zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der PAI-1 Aktivitat zwiseth beiden Patienten-Gruppen (Mann-
Whitney-U Test, p=0,06), mit jedem weiteren 4G-Allsahm der Unterschied der PAI-1
Aktivitaten zwischen VTE und non VTE Patienten jeldsignifikant zu (Mann-Whitney-U Test,
p=0,028 beim 4G/5G-Genotyp, p<0,001 beim 4G/4G-Bgr)o

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G
Variante)

Bei der Analyse der Abhangigkeit der PAI-1 Aktitithom PAI-1 4G/5G Genotyp in den
verschiedenen VTE-Untergruppen war eine signifikaditere PAI-1 Aktivitat bei 4G-Tragern
im Vergleich zum Wildtyp in der Patientengruppe mspiontaner VTE erkennbar (Mann-
Whitney-U Test, p=0,028; Abbildung 11). Eine wes#t€8ubgruppierung in spontane VTE mit
bzw. ohne Rezidiv war wegen der Fallzahl nicht nobgl
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Abbildung 11. Abhéangigkeit der PAI-1 Aktivitat vom PAI-1 4G/5G Genotyp in
verschiedenen Patientengruppers kann gezeigt werden, dass es eine signifikamtreoP Al-

1 Aktivitat bei 4G-Tragern im Vergleich zum Wildtypur in der Patientengruppe mit spontaner
VTE erkennbar war (Mann-Whitney-U Test, p=0,028).

(wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Vaiante, va/va: homozygote 4G/4G

Variante)

Bei weiterer Substratifizierung des VTE-Kollektive Patientengruppen ohne bekannten
genetisch determinierten Risikofaktoren (Faktor ¥iden, ProthrombinG20210A Variante)
zeigte sich keine signifikante Erhéhung der PAIHKtitat in Abhéngigkeit vom PAI-1 4G/5G
Genotyp (Mann-Whitney-U Test, Tabelle 3).

Eine weitere Subgruppierung in Patientengruppenfidi Faktor V Leiden bzw. die Prothrombin
G20210A Variante negativ sind, mit bzw. ohne Rezigdar wegen der geringen Fallzahl nicht

maglich.
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Tabelle 3. Abhangigkeit der PAI-1 Aktivitdt im Median vom PAI-1 4G/5G Genotyp in
Patientengruppen, die fur Faktor V Leiden bzw. Prohrombin G20210A Variante negativ
sind; (wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt. heterozygote 4G5G Variante, va/va: homozygote
4G/4G Variante).

PAI-1 4G/5G
VTE wit/wt va/wt valva Mann-Whitney-U Test
n 1 2 3 1-2 2-3 1-3
Faktor V Leiden (-) 6,6 (4,3-7,6)7,3 (3,7-13,8) 6,6 (4,6-9,5) 0,54 | 0,72 | 0,43
n=19 n=64 n=37
ProthrombinG20210A (-)| 4,9 (2,7-7,0) 5,7 (3,1-10,5) 6,2 (4,4-8,7) 0,35 | 0,42 | 0,07
n=29 n=84 n=53

Median (IQR, 25.-75. Perzentile); wt/wt: 5G/5G-Wid, va/wt: heterozygote 4G/5G Variante,
va/va: homozygote 4G/4G Variante; (-): Wildtyp.

3.3. Assoziation der PAI-1 Aktivitdt sowie weiterethdmostaseologischer Parameter mit der
VTE

Bei einer Untersuchung der PAI-1 Aktivitat sowie it®eer Laborparameter (Tabelle 4) im
Vergleich zwischen VTE und non VTE-Patienten zegith, dass sich die VTE-Patienten durch
signifikant hohere Aktivitat fur Plasminogen-Aktiea-Inhibitor-1 und Faktor VIII im Vergleich
zu non VTE-Patienten auszeichneten (p<0,001).

Hinsichtlich der D-Dimer und Fibrinogenkonzentratiwaren keine Unterschiede zwischen den

Patientengruppen nachweisbar.

Tabelle 4. Aktivititen bzw. Konzentrationen von PAL1l, Faktor VIII, D-Dimer und

Fibrinogen im Vergleich zwischen VTE- und non VTE-Guppe

Parameter VTE non VTE Mann-Whitney-U Test

(n=551)

(n=595)

P-Wert

PAI-1 Aktivitat (U/ml) 6,0 (3,6-9,9)

Faktor VIII (%)

4,0 (2,2-7,2) <0,001

178 (143-211) 147 (117-180) <0,001

37



D-Dimer (ug/l) 121 (71-179) 130 (80-203) 0,07
Fibrinogen (g/l) 3,0(2,7-3,8) 3,0(2,6-3,7) 0,06
Median (IQR, 25.-75. Perzentile)

Im Folgenden wurde der Einfluss der beschriebersmarReter auf die Genese (spontan/nicht
spontan) und das Rezidivrisiko der venésen Thromibadien untersucht. Beim Vergleich der
VTE-Gruppe, spontan vs. nicht spontan (Tabelle &gte sich lediglich ein signifikanter
Unterschied in der Faktor VIII Aktivitat (Median Q%o vs. 172%, p = 0,03).

Tabelle 5. Aktivititen bzw. Konzentrationen von PAL1l, Faktor VIII, D-Dimer und

Fibrinogen im Vergleich zwischen den VTE-Gruppen (sontan/nicht spontan)

Parameter VTE spontan VTE nicht spontan Mann-Whitney-U Test
(n=332) (n=219) P-Wert

PAI-1 Aktivitat (U/ml) 6,3 (3,7-10,1) 5,9 (3,6-9,8) 0,92

Faktor VIII (%) 180 (150-215) 172 (138-204) 0,030

D-Dimer (ug/l) 120 (78-177) 122 (63-181) 0,90

Fibrinogen (g/l) 3,2(2,7-4,0) 3,0 (2,7-3,7) 0,13

Median (IQR, 25.-75. Perzentile)

Das gleiche Bild (Tabelle 6) findet man beim Verghe zwischen den VTE-Gruppen
(rezidivierend vs. nicht rezidivierend): Faktor M{Median 186% vs. 176%, p = 0,012).

Tabelle 6. Aktivitdten bzw. Konzentrationen von PAFL, Faktor VIII, D-Dimer und

Fibrinogen im Vergleich zwischen den VTE-Gruppen (ezidivierend/nicht rezidivierend)

Parameter VTE VTE nicht Mann-Whitney-U
rezidivierend rezidivierend Test
(n=119) (n=432) P-Wert

PAI-1 Aktivitat 6,8 (4,8-10,0) 5,5 (3,6-9,9) 0,19

(U/ml)

Faktor VIII (%) 186 (156-225) 176 (141-208) 0,012

D-Dimer (ug/l) 120 (70-165) 123 (70-182) 0,52
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Fibrinogen (g/l) 3,1(2,7-4,0) 3,0(2,7-3,8) 0,44

Median (IQR, 25.-75. Perzentile)

Beim Vergleich der Subgruppen (spontan vs. nichh&m, rezidivierend vs. nicht rezidivierend)
fanden sich keine signifikanten Abweichungen beetglPAI-1 Aktivitat, D-Dimer und

Fibrinogen.

3.4. Assoziation von PAI-1 Aktivitat und VTE-Risiko

Zwischen der PAI-1 Aktivitat und dem Alter der ursigchten Patienten zeigte sich eine schwach
positive Korrelation (r = 0,28, p<0,001). Die Kdaton zwischen der PAI-1 Aktivitdt und dem
BMI der untersuchten Patienten war relativ starkgapragt (r = 0,40, p<0,001).

Um den Einfluss des PAI-1 mdglichst isoliert zu dieeiben, wurde korrigierte Berechnungen
bezuglich des Alters und des BMI durchgefuhrt. Berechnung erfolgte mit einer binéar
logistischen Regression, da die abhangige Varibivlar verteilt ist (VTE ja/nein) (Tabelle 7).
Es zeigte sich eine negative Assoziation erhohedelPAktivitdt mit dem Auftreten der VTE,
die unabhangig von Alter und BMI war.

Tabelle 7. Ergebnisse der binér logistischen Regreien bzgl. einer stattgehabten VTE als

abhangige Variable.
Regressions- Standardfehler P-Wert
koeffizient B
Alter 0,006 0,002 0,000
BMI 0,013 0,005 0,011
PAI-1 Aktivitat -0,001 0,004 0,853
Konstante -0,120 0,126 0,341
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3.5. PAI-1 4G/5G Genotyp, Faktor V Leiden, der Prdtrombin Variante G20210A und
VTE-Risiko

Es wurden die Haufigkeit des PAI-1 4G/5G Genotypaktor V Leiden, der Prothrombin
Variante G20210A und deren Kombinationen bei 551EVFatienten und 265 Kontrollen
untersucht (Tabelle 8).

Hinsichtlich der Genotyp-Verteilung zwischen VTEtRaten und Gesunden der Kontrollgruppe
bestanden weder bei einer allelzahlbezogenen Betnag noch bei einer Untersuchung des 4G-
Tragerstatus eine relevante Abweichung zwischeiemah und Kontrollgruppe (Tabelle 8). 157
Patienten (28,5%) waren Trager des genetischemidophismus fur Faktor V Leiden (G1691A,
Faktor V Leiden), verglichen mit 22 Personen (8,3#0) Kontrollkollektiv. Die Odds Ratio
(95% CI) war mit 4,65 (2,90-7,47) signifikant vonvérschieden. Die Prothrombin Variante
G20210A war mit 27 Patienten (4,9%) gegenuber 1@tkdpersonen tendenziell haufiger
(Odds Ratio 1,31 (0,63-2,76)), aber nicht signffikkeDies ist moglicherweise auf die kleinere
Fallzahl zurtckzufuhren.

Der Prozentsatz von Patienten mit Faktor V Leided BAI-1 4G/5G oder 4G/4G Genotyp war
mit 28,4% im Vergleich zu 8,7% vom Kontrollkollektdeutlich verschieden, aber dhnlich wie
die Frequenzen fur Faktor V Leiden allein. In agaloWeise war kein Unterschied in der
Kombination mit Prothrombin Variante G20210A erkban(Tabelle 8). Infolgedessen ist PAI-1
4G/5G Genotyp kein signifikanter zuséatzlicher Rudaktor fur VTE.

Tabelle 8. Haufigkeit und Odds-Ratio des PAI-1 4G/6 Genotyps, Faktor V Leiden, der
Prothrombin Variante G20210A und deren Kombinationen bei 551 VTE Patienten und
265 Kontrollen. Bertcksichtigung der heterozygoten(1) und der homozygoten (2)

Variante.

VTE Kontrolle Odds- 95% ClI p

n (%) n (%) Ratio
Gesamtzahl 551 (100) 265 (100)
PAI-1 4G/5G 1 277 (50,3) 131 (49,4) 0,99 0,68-1,44 0,95
PAI-1 4G/5G 2 152 (27,6) 77 (29,1) 0,92 0,61-1,40 ,700
PAI-1 4G/5G (1+2) 429 (77,9) 208 (78,4) 0,96 0,6871 0,84
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FV Leiden (1+2) 157 (28,5) 22(8,3) 4,65 2,90-7,47  <0,001

Prothrombin

G20210A (1+2) 27 (4,9) 10 (3,8) 1,31 0,63-2,76 0,47
FV Leiden (1+2) +
PAI-1 4G/5G (1+2) 122 (28,4) 18 (8,7) 4,19 2,48-7,10 <0,001

Prothrombin
G20210A (1+2) +
PAI-1 4G/5G (1+2) 18 (4,2) 8 (3,9) 1,09 0,47-2,56 0,83

3.6. PAI-1 4G/5G Genotyp und klinische Charakteriska der VTE

Trotz der signifikanten Differenz in der PAI-1 Akiiat zwischen Patienten mit spontanen und
nicht spontanen VTE hatte der PAI-1 4G/5G Genoslpst keinen Einfluss auf die klinische
Charakteristika der venésen Thromboembolien (Tab&lund 10). Die PAI-1 4G/4AG Variante
wurde bei 26,81% der Patienten mit spontanen VT& e 28,77% der Patienten mit nicht

spontanen VTE nachgewiesen (p=0,73).

Tabelle 9. PAI-1 4G/5G Genotyp bei spontanen bzwight spontanen VTE

PAI-1 4G/5G
VTE wit/wt va/wt val/va Gesamt
n (%)
spontan 77 166 89 332
(23,19) (50,00) (26,81) (100,0)
nicht spontan 45 111 63 219
(20,55) (50,68) (28,77) (100,0)
Gesamt 122 277 152 551

Chi-Quadrat-Testy-Test) p=0,73

wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Véarte, va/va: homozygote 4G/4G

Variante
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In analoger Weise waren keine signifikante Untdesidn in der Genotyp-Verteilung zwischen

VTE-Gruppen nachweisbar (rezidivierend/nicht reaeliend, Tabelle 10).

Tabelle 10. PAI-1 4G/5G Genotyp bei rezidivierendebzw. nicht rezidivierender VTE

PAI-1 4G/5G
VTE wit/wt va/wt va/va Gesamt
n (%)
rezidivierend 23 61 35 119
(19,33) (51,26) (29,41) (100,0)
nicht rezidivierend 99 216 117 432
(22,92) (50,00) (27,08) (100,0)
Gesamt 122 277 152 551

Chi-Quadrat-Testy-Test) p=0,68

wt/wt: 5G/5G-Wildtyp, va/wt: heterozygote 4G/5G Véarte, va/va: homozygote 4G/4G

Variante
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4. Diskussion

Die Vendse Thromboembolie ist eine chronisch-remdende multifaktorielle Erkrankung, die
mit zunehmendem Alter in ihrer Haufigkeit dramatisansteigt. Die VTE lasst sich anhand
klinisch oder labordiagnostisch fassbarer Paramet8ubgruppen unterteilen. Entscheidend fur
das Auftreten der VTE ist die bislang nicht audreitd charakterisierbare Wechselwirkung
zwischen dem genetischen Hintergrund (Dispositiorg Umweltfaktoren (Exposition) tber das
Krankheitsbild der VTE. Ein wichtiger Aspekt dertadllen wissenschaftlichen Bemihungen
auf diesem Gebiet ist die Entwicklung pathogenbéscModelle, die eine Aussage zum
Erkrankungsrisiko sowie zum zukinftigen Verlaubeben.

Eine grol3e Herausforderung im Zusammenhang mit Rerandlung von VTE stellt die
Subgruppe der spontanen Ereignisse dar, d.h. s&ohignisse, fur die kein expositioneller
Risikofaktor (z.B. Trauma, Operation) erkennbar istd die durch ein besonders hohes
Rezidivrisiko von ca. 30-40% kompliziert witd*® Fur diese Subgruppe ist eine adaquate
Sekundarpravention von zentraler Bedeutung. Alfeysliist bei den derzeitigen Strategien, die
bei ausgepréagter initialer VTE spontaner Genese kangzeitantikoagulation empfehlen das
behandlungsbedingte Blutungsrisiko zu bericksientigdass bei 30-40%igem Rezidivrisiko
auch 60-70% der Patienten betreffen kann, die abde Antikoagulation kein Rezidiv erleiden
wirden®* Daher sind MaRnahmen fiir eine Individualisieruram viherapie und Prévention
sowie eine Verbesserung der Strategien einer Rigiiifizierung der venésen Thromboembolie
von grof3er klinischer und auch wirtschaftlicherévainz.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Beantwortudey Frage, ob und in welchem Ausmal} die
PAI-1 Aktivitat bzw. PAI-1 4G/5G Genotyp zwischemem VTE-Kollektiv einerseits und einer
non VTE- bzw. einer gesunden Kontrollgruppe divergiEin wichtiger weiterer Aspekt dieser
Arbeit ist die Untersuchung, ob eine Korrelationisshen dem klinischen VTE-Charakteristika
und der PAI-1 Aktivitdt bzw. dem PAI-1 4G/5G Genptyesteht.

4.1. Demographische Daten

In die Untersuchungen wurden insgesamt 1411 Indendeinbezogen, darunter waren 551
Patienten mit vendsen Thromboembolien. Die Daterb8#& Patienten wurden weiter unterteilt,
um auch ein Bild der Verteilung innerhalb klinisdistinkter Subgruppen zu erhalten.
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Beim Vergleich der demographischen Daten der Patigmuppen mit VTE und ohne VTE
zeigten sich (verschiedene) Unterschiede. In deefangruppe mit VTE (357 Frauen und 194
Manner) und in der non VTE-Gruppe Uberwogen jeweitsuen (446 Frauen und 149 Manner).
Das Alter der Patienten mit VTE lag im Median b8i Jahren und war damit im Vergleich zur
non VTE-Gruppe (40 Jahren) signifikant hoher (p€Q)0 Bezlglich des BMI zeigte sich
ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p<0,001).

Um diese potentiellen Storfaktoren zu bericksid@mjgwurden sie in die entsprechenden

Regressionsmodelle integriert (siehe Abschnitt.3.4)

4.2. Einfluss des PAI-1 4G/5G Genotyps auf die PAl-Aktivitat

Zunachst war es zu prifen, ob im von mir untersrchtollektiv ein Zusammenhang zwischen
dem PAI-1 4G/5G Genotyp und der PAI-1 Aktivitat tedd.

In dem Gesamtkollektiv bestehend aus VTE- und ndrE¥Patienten war die Beziehung
zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAI-1 Aktivitdt rnuelativ schwach ausgepréagt
(Abbildungen 9 und 9a). Bei einer allelzahlbezogeBetrachtung zeigte sich eine signifikante
Erh6hung der PAI-1 Aktivitat bei Heterozygotie 4G/%p=0,026), wahrend bei Homozygotie
fur 4G keine signifikante Beziehung erkennbar wax((09). Dies ist moglicherweise auf die
kleinere Fallzahl bei Betrachtung der 4G-Homozygoteuriickzufihren. Bei einer
Gegenuberdarstellung von PAI-1 5G/5G vs. 4G-Tr§gaterozygotie oder Homozygotie fur
4G) zeigte sich eine signifikante Erhohung der BRAAktivitat bei 4G-Tragern (p=0,027).
Aufgrund mehrerer Studien ist mittlerweile gut doilentiert, dass das 4G-Allel des PAI-1
Polymorphismus zu einer verstarkten PAI-1-Expressithrt, was zu einer verminderten
Plasminaktivitdat und Fibrinolyseaktivitat und fatgi potentiell zu einem gesteigerten
Thromboserisiko fiiht®103119120 B r70tta et al. fanden etwa eine 25% hohere PAI-1
Plasmakonzentration bei Individuen mit dem 4G/AG@ygp verglichen mit Personen mit dem
5G/5G Genotyp (Wildtyp}®® Der Hintergrund ist dabei, dass der PAI-1 4G/5Gddgp mit
einer differentiellen Proteinexpression verbundest. i4G Allel bindet lediglich ein
Transkriptionsaktivator, wahrend beim 5G Allel zizgh ein Repressorprotein gebunden
wird.*®

Der Unterschied der medianen PAI-1 Aktivitat in Abigigkeit vom PAI-1 4G/5G Genotyp war
zahlenmaRig starker bei der VTE-Gruppe ausgep#dgildungen 9b und 9c). Dies kdnnte ein
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Hinweis auf weitere dispositionelle und/oder exposelle Trigger sein, die das Auftreten von
VTE und von PAI-1 Synthesesteigerung begunstigen.

Beim Vergleich der PAI-1 Aktivitaten zwischen dewel Patientengruppen mit und ohne VTE
lieRen sich signifikante Unterschiede nachweisabélle 3). Nicht nur die PAI-1 Aktivitat lag
im Median 1,5-mal héher in dem Patientenkollektiit MTE (p<0,001), Faktor VIII war im
Vergleich zur non VTE-Gruppe ebenfalls erhoht (9€Q). Die Ergebnisse zeigen, dass bei der
isolierten Betrachtung die PAI-1 Aktivitat bei VTEatienten im Vergleich zu non VTE-
Patienten signifikant hoher war. Dies konnte eintever Hinweis auf mdgliche Beziehung
zwischen PAI-1 Aktivitat und VTE sein. Da im Regglfdie Vorstellung der VTE-Patienten und
damit die PAI-1 Aktivitat in dieser Patientengrupemige Monate nach dem initialen VTE-
Ereignis erfolgte, ist ein Bias durch eine AkuteaBdtrReaktion als Ursache der vorliegenden
Untersuchungsergebnisse zwar nicht ausgeschlobsemiiavahrscheinlich.

Bezogen auf die PAI-1 Aktivitat sollte festgesteerden, welche mdglichen auf3eren Einflisse
von Relevanz sind. Es zeigte sich eine positiver&ation zwischen der PAI-1 Aktivitat und
dem Alter (r = 0,28, p<0,001) bzw. dem Body Masdek (BMI) (r = 0,40, p<0,001) der
untersuchten Patienten. Diese Daten stehen im dfigkl mit bereits publizierten
Untersuchungsergebniss&ni®1?* Um den Einfluss des PAI-1 méglichst unabhangig von
potentiellen Confoundern zu beschreiben, fuhrtemfiwi Alter und BMI Kkorrigierte statistische
Berechnungen durch (p=0,853, Tabelle 6). Die Viemigi von Confoundern (BMI, Alter)
zwischen VTE- und non VTE-Gruppe fiel signifikanintarschiedlich aus. Durch viele
Einflussfaktoren (Ubergewicht, Diabetes mellitukufPhase-Reaktion etc.), die im non VTE-
Kollektiv im Vergleich zu einer gesunden Populatioberreprasentiert sein kdnnen, konnte
maoglicherweise eine Beziehung zwischen PAI-1 Akditviund VTE (VTE vs. non VTE) so
Uberlagert sein, dass sie im verwendeten logistiscRegressionsmodell nicht mehr erfasst
werden kann. Hier waren weitere Studien von Int=eglie hinsichtlich BMI/Alter besser

gematcht sind.

Ausgehend von den beschriebenen Ergebnissen komwerninteressante Aspekte zusammen.
Zum einen war der Einfluss des PAI-1 Genotyps aefRAI-1 Aktivitat deutlich starker im
VTE- als im non VTE-Kollektiv. Im VTE-Kollektiv wardie PAI-1 Aktivitat auch unabhangig
vom Genotyp signifikant héher als im non VTE-Koliek(Abbildung 10). Bemerkenswerter
Weise war der Unterschied in der PAI-1 Aktivitatigzehen VTE und non VTE in Abhangigkeit
vom PAI-1 Genotyp unterschiedlich stark ausgepridfihrend beim 5G/5G-Genotyp nur ein
geringfligiger Unterschied zwischen beiden Gruppestdnd (p=0,06), vergroRerte sich dieser
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mit jedem weiteren 4G-Allel (p=0,028 beim 4G/5G-@Gsmp, p<0,001 beim 4G/4G-Genotyp;
Abbildung 10). Das konnte ein Hinweis auf weiterigpdsitionelle und/oder expositionelle
Trigger sein, die das Auftreten von VTE und von BA3ynthesesteigerung begtinstigen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit kleineraseecontrol Studien, in denen man die
Assoziation der PAI-1 Aktivitat bei Patienten miTEZ mit dem homozygoten PAI-1 4G/4G
Genotyp fand***? Auch Stegnar et al. zeigten in einem gréRereneR@ikollektiv (n=158)
eine signifikante Erhéhung der PAI-1 Aktivitdt beiorhandensein der PAI-1 4G Variante
(p=0,006)*** genauso wie eine Arbeitsgruppe aus Spanien (nka001)'%®

Bei einer weiteren Substratifizierung des VTE-Kklies in Patientengruppen ohne bekannten
genetisch determinierten Risikofaktoren (Faktor ¥iden, ProthrombirG20210A Variante)
zeigte sich keine signifikante Erhéhung der PAIHKtitat in Abhéngigkeit vom PAI-1 4G/5G
Genotyp (Tabelle 3). Eine weitere Subgruppierun@atientengruppen mit bzw. ohne Rezidiv,
die keine bedeutsame thrombophile Risikofaktoremki®® V Leiden bzw. Prothrombin
G20210A Variante) hatten, war wegen der Fallzaldhihimdglich. Es scheint daher eine
Beziehung zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAI-1tiAtat bei VTE-Patienten mit
thrombophilen Defekten zu geb&:*** Aufgrund der relativ kleinen Fallzahl, die diegebeit
zugrunde liegt, weist eine stratifizierte Auswegumlieser Beziehung nur eine geringe

statistische Power auf.

Aus den eigenen und in der Literatur dokumentierBaten mit einer deutlich starkeren
Beziehung zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAI-1iAtat bei VTE-Patienten, verglichen
mit non VTE-Patienten, kann geschlussfolgert werdtass eine Beziehung zwischen PAI-1
Genotyp, PAI-1 Aktivitdt und der vendsen Thromboeid besteht. Daraus kann man einen
maoglichen Ansatz fur weitere Studien ableiten. Bsem PAI-1 Aktivitat Cut-Offs zu definieren
und die in Kombination mit PAI-1 4G/5G Genotyp hatglich ihrer Beziehung zur VTE zu

untersuchen.

Darlber hinaus wurde die PAI-1 Genotyp-Aktivtatsziddung in der Gruppe der spontanen
VTE beobachtet. Es zeigte sich eine signifikanteméhPAI-1 Aktivitdt bei 4G-Tragern im
Vergleich zum Wildtyp in der Patientengruppe mivsianer VTE (p=0,028; Abbildung 11). Im
Vergleich zu den anderen klinisch definierten VTEb§ruppen war dieser Unterschied nicht zu
beobachten. Auch hieraus kénnte eine BedeutungPAdrl Genotyp und PAI-1 Aktivitat far
die Genese der spontanen VTE abgeleitet werderns Bievon besonderem Interesse, da

spontane VTE per definitionem keinem bekannten sixpoellen Ausloser folgt und bislang
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nicht ausreichend durch dispositionelle Faktorearakterisiert werden kann. Aufgrund des
hohen Rezidivrisikos ist die Gruppe der spontanefE\Won besonderem Interesse. Eine
relevante weitere Subgruppierung in spontane VTE bmw. ohne Rezidiv war wegen der

Fallzahl nicht méglich. Hier wéaren aktuelle und [@ede prospektive Studien von Interesse.

4.3. PAI-1 4G/5G Genotyp und VTE

Zwischen dem VTE- (n=551) und dem gesunden Koikint#ktiv (n=265) zeigte sich kein
relevanter Unterschied in der Verteilung des PAKRG/5G Genotyps, weder bei einer
allelzahlbezogenen Betrachtung noch bei einer Yatérung des 4G-Tragerstatus (Tabelle 8).
Die bekannten genetischen Risikofaktoren (Faktdreilen, Prothrombin Variante G20210A)
traten im Patientenkollektiv signifikant haufigarfals in der Kontrollgruppe. Die Haufigkeiten
des Faktor V Leiden und der Prothrombin Variant®©Z3DA im Kontrollkollektiv waren mit
8,3% bzw. 3,8%. Im Patientenkollektiv liel3 sich takVv Leiden in 28,5% und Prothrombin
Variante G20210A in 4,9% der Falle nachweisen. ®idéufigkeiten stehen im Einklang mit
den Angaben in der Literatd®

In der Literatur fallen unterschiedliche Ergebnisse der Pravalenz des PAI-1 4G/5G
Polymorphismus (4G Allelfrequenz) auf. Akther etwitersuchten eine indische Population mit
VTE und fanden einen signifikanten Unterschied &&l-1 4G Allelfrequenz zu einem
Kontrollkollektiv (68% vs. 52%, Odds Ratio 1,99f. Hooper et al. fanden in einer afro-
amerikanischen Population keinen Zusammenhang kems®Al 4G/5G Polymorphismus und
VTE, die PAI-1 4G Allelfrequenz lag mit 25% unteerdH&ufigkeit der Kaukasiéf> Francis
(2002) fasste in seiner Arbeit verschiedene Untdrsngen zum Zusammenhang zwischen PAI
4G/5G Polymorphismus und vendsen Thromboembolieammert?
und groRten Untersuchungen von Ridker et al. wutokin14916 Mannern der PAI-1 4G/5G
Polymorphismus untersucht und prospektiv iiber ewkahre verfolgt’® Dabei wurde keine

In einer von den ersten

Assoziation zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und Throsagreignissen gefunden. In darauf
folgenden Studien aus Frankreich, der USA und dekdi wurde ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen dem PAI-1 4G/5G Genotyp und VTE gefuntféi’'?® Diese Daten stehen im
Einklang mit meinen Untersuchungsergebnissen.

Der Prozentsatz von Patienten mit Faktor V Leided BAI-1 4G/5G oder 4G/4G Genotyp war
mit 28,4% im Vergleich zu 8,7% vom Kontrollkollektdeutlich verschieden (Odds Ratio 4,19
(95% CI: 2,48-7,10); p<0,001), jedoch ahnlich wie Brequenzen fir Faktor V Leiden allein
(Odds Ratio 4,65 (95% CI: 2,90-7,47); p<0,001)ataloger Weise ergab sich kein Unterschied
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in der Kombination mit Prothrombin Variante G2021(0Rabelle 8). Dies ist mdglicherweise auf
die kleinere Fallzahl bei Betrachtung der Kombioaén zurlckzufiihren. Es muss beachtet
werden, dass mit kleinerer Patientenzahl bei ddvgfypenanalytik die Aussagekraft der
Ergebnissen abnimmt, und die Kombination der Risilaren seltener auftritt.

Anderseits gibt es aber auch Untersuchungen, di&/iderspruch zu diesen Ergebnissen stehen
(Tabelle 11). In einer Studie aus Italien (Baragdlet al.) lag die Haufigkeit des PAI-1 4G/5G
Genotyps in der Patientengruppe bei 84%, in dertigtgruppe bei 79%. Es ergab sich eine
schwache Assoziation mit einer Odds Ratio von 3% CI: 1,0-2,1; p=0,04f° Fur die
Kombination des 4G Allels mit der Prothrombi®20210A Variante ermittelte diese
Arbeitsgruppe eine Odds Ratio von 6,1 (95% CI:-3R4; p<0,001). Auch in der Arbeitsgruppe
von Segui et al. zeigte sich eine Interaktion ded-P 4G/5G Genotyps mit anderen
thrombophilen Risikofaktoren (z.B. Faktor V LeiddProthrombinG20210A Variante), die zu
einer deutlich starkeren Assoziation mit der VTHrfa!’® Bei der Arbeit von Segui et al.
stitzen sich diese Ergebnisse aufgrund der Subgnapalytik auf nur sehr kleine Fallzahlen, so
dass die False-Positive-Reporting-Probability dedoh ist. In einer Meta-Analyse aus dem Jahr
2006 zeigte sich eine Assoziation zwischen dem PA#G/5G Genotyp und dem
Thromboserisiko bei Patienten mit anderen thrombephRisikofaktoren (z.B. Faktor V Leiden,
ProthrombinG20210A Variante} In der relativ aktuellen Meta-Analyse aus dem 22008
wurde, zusammen mit etablierten thrombophilen Risiktoren, der PAI-1 4G/5G Genotyp
untersucht und eine hochsignifikante Assoziatiohammer Odds Ratio von 1,6 (95% CI: 1,2-2,1;
p=0,0008) festgesteftt’

Tabelle 11. Beziehung zwischen PAI-1 4G-Tragerstaswund VTE

Referenz Population aysAnzahl Odds —Ratio, p

Patienten/Kontrollg

Sequi et al, 2000 Spanien 190/152 0,9 (0,5-1,5), n.
Barcellona et al, 2008Italien 402/466 1,4(1,0-2,1), p=0,04
Tsantes et al, 2006 Meta-Analyse 2.644/3.739 1821b)*

Gohil et al, 2008 Meta-Analys¢ 120.000/180.000  (1,8-2,1)

n.s.: nicht signifikant (p>0,05)

* in Kombination mit anderen thrombophilen Defekten

Nachfolgend wurde der Einfluss des PAI 4G/5G Gemoiuf die klinischen Charakteristika der

vendsen Thromboembolien untersucht. Es zeigten &wime signifikanten Unterschiede
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zwischen spontanen und nicht spontanen VTE (p=0,ZBelle 9). Die derzeitige Datenlage zu
diesem Befund ist heterogen. Grubic et al. zeigteeML.990er Jahre keinen Einfluss des PAI
4G/5G Genotyps auf die klinischen Charakteristikar &/TE, wobei das untersuchte
Patientenkollektiv allerdings klein war (n=83Y.Eine Arbeitsgruppe aus der Tirkei zeigte bei
einem groReren Patientenkollektiv (n=200) das bkeiErgebnis’® In einer Arbeit aus Italien
(Sartori et al.) wurden 149 Patienten mit VTE umdleren thrombophilen Defekten (Faktor V
Leiden, ProthrombirtG20210A Variante u.a.) mit 98 Kontrollen verglichiéhHier fanden die
Autoren einen Zusammenhang zwischen dem PAI 4G/86oyp und spontanen VTE (Odds
Ratio 3,1 (95% CI: 1,3-7,6)).

In analoger Weise ergaben sich ebenfalls keine rectteede hinsichtlich der Verteilung des
PAI-1 4G/5G Polymorphismus in der VTE-Gruppe, redatend vs. nicht rezidivierend
(p=0,68, Tabelle 10). Uber Assoziationen zwischem dPAl 4G/5G Polymorphismus und dem
VTE-Rezidivrisiko gibt es in der Literatur ebenfallwenige und widersprichliche
Untersuchungen. Auch die Arbeitsgruppe von Grulgigte keinen Zusammenhang zwischen
dem PAIl 4G/5G Polymorphismus und dem Rezidivri¢i€oStegnar et al. fanden eine
Assoziation zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAMMKtivitat bei Patienten mit vendsen
Thromboembolien, aber keinen Zusammenhang hinsibhder klinischen Charakteristika der
VTE.'* Dies unterstiitzen andere Studién'® Sartori et al. zeigten eine hohere Pravalenz des
4G Allels bei Patienten mit rezidivierenden Throrséo, sowohl in der Patientengruppe mit
anderen thrombophilen Risikofaktoren als auch beatieRten mit spontanen
thromboembolischen Ereignissen. In einer prospektiStudie aus Portugal wurde gezeigt, dass
das Rezidivrisiko bei jungen Patienten (Alter: urd® Jahren) mit venésen Thrombosen nicht
im Zusammenhang mit dem PAI-1 4G/5G Genotyp stéhDas Patientenkollektiv war
allerdings klein (n=87). Insgesamt haben die Unigrangen aufgrund geringer Fallzahlen eine

unzureichende statistische Aussagekratft.

Auf der Basis der vorliegenden Ergebnissen kann dem Schluss ziehen, dass der PAI-1
4G/5G Polymorphismus wahrscheinlich kein ausscldbggder Risikofaktor fur die VTE
darstellt. In gré3eren Meta-Analysen wurde einenvsaie Assoziation zwischen PAI-1 4G/5G
Genotyp und VTE beschriebét:’?” In Zusammenhang mit anderen thrombophilen
Risikofaktoren kann die PAI-1 4G/4G Variante eimg@l®in der Entstehung der VTE spielen.

Inwieweit die Kombination von PAI-1 4G/5G Polymorpimus und PAI-1 Aktivitat in

Beziehung zu klinischen Charakteristika der VTEhtkann aufgrund der bislang vorliegenden
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Daten noch nicht entschieden werden. Es liegt ablee, dass sowohl PAI-1 4G/5G Genotyp als
auch PAI-1 Aktivitat in weiteren Untersuchungen Beksichtigung finden sollten.

4.4. Kritische Betrachtung von PAI-1 als thrombophier Risikofaktor

Gegenstand aktueller klinischer Studien ist die é8édng labordiagnostischer Marker und
Strategien zur Einschatzung des Rezidivrisikos fi@nose Thromboembolfé3034129.130
Molekulargenetische Marker haben in diesem Zusarhargym den Vorteil, dass sie von
Storeinflissen weitgehend unabhangig sind. Labon@whe Parameter wiederum unterliegen
verschiedenen Storeinflissen. Ein gutes Beispi@l dst die Bestimmung der PAI-1 Aktivitat.
Hierbei missen standardisierte Blutabnahmebedireguegigehalten werden (s. Abschnitt 2.2).
PAI-1 weist starke tageszeitliche Schwankungen lauRahmen der Akut-Phase-Reaktion oder
auch bei zu langer Stauung vor der Blutentahme lemnnu einer vermehrten Freisetzung von
PAI-1 aus Endothelzellen kommen. Bei verschiedeigkrankungen (z.B. metabolisches
Syndrom, Tumorerkrankungen, koronare Herzerkrankung chronischen Entzindungen) ist
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 ein Teil der Pagenese und weist erhohte Werte auf. Es
gibt Hinweise, dass unter Ostrogeneinfluss PAIl-kdrigere Werte aufweiét*' Im
Unterschied zu den Genpolymorphismen stellen diechHamischen Laborparameter eine
Momentaufnahme des Gesamtprozesses dar.

Wegen der komplexen Genese der VTE stehen deragite kpradiktiven Modelle zum
Erstereignis bzw. Rezidivrisiko zur Verfiugung. Wéd sich der Mangel an Antithrombin,
Protein-C und S, der Faktor V Leiden und die Patibin Variante G20210A als VTE-
Risikofaktoren eindeutig erwiesen haben, ist deell&twert von Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 fur die VTE weniger deutlich. Aul3erdelmegen bei vielen Patienten zuséatzliche
erworbene Risikofaktoren vor (Entzindungen, Tumprerale Kontrazeptiva), so dass die
Kombination von mehreren Risikofaktoren damit dawch Ublich ist. Die erworbenen
Risikofaktoren konnen zum individuell unterschietdin Erkrankungsrisiko beitragen.

Im Falle der PAI-1, der sowohl von Umweltfaktorels @auch vom jeweiligen genetischen
Hintergrund beeinflusst wird, scheint die Gen-Umwéhteraktion in Hinblick auf die
Entwicklung der VTE von Bedeutung zu sein.

Die bisher gemachten klinischen Untersuchungenereigidersprichliche Ergebnisse. Die
widersprtchlichen Forschungsergebnisse kénnen duBh die unterschiedlichen Erhebungs-

und Selektionskriterien sowie die unterschiedliehstFallzahlen bedingt sein. In schon
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erwahnten Meta-Analysen zeigten die Autoren eifmvache Assoziation zwischen dem PAI-1
AG/5G Genotyp und der VEFE'? im Vergleich zu anderen Studien mit kleineren
Untersuchungskollektiveff;110-126.132

Neben den erwahnten Schwierigkeiten bei dieseri&tgpielt das Patientenalter eine Rolle.
Dadurch wird die Interpretation der Ergebnisse lesget. Wéahrend mit fortschreitendem Alter
bereits kleine expositionelle Trigger ausreichem aine VTE auszuldsen, tritt bei jungen
Individuen die Notwendigkeit einer dispositionelleikomponente starker in den

Vordergrund:>*

Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns stamiierexpositionelle Risikofaktoren nicht im
Vordergrund dieser Arbeit. Deshalb konnte diesepeks nicht ausreichend beachtet werden.
Hierzu zahlen z.B. Begleiterkrankrankungen (Tum@reMedikamenteneinnahme (orale

Kontrazeptiva) etc. Hier wéaren prospektive Studien Interesse.

Zusammenfassend scheint der Plasminogen-Aktivatabitor-1 aufgrund seiner Rolle in der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen nicht alsrldassiger Screening-Marker zur
Identifikation eines gesteigerten Thromboserisikas sein. Der PAI-1 4G/5G Genotyp in
Zusammenhang mit der Erh6hung der PAI-1 Aktivitahik eine Rolle in der Entstehung der
VTE spielen.

4.5. Limitationen der Studie

Studiendesign

Es handelt sich um eine retro- und nicht um einespektive Studie. Grundséatzlich sind
retrospektive Studien mit verminderter Datenqualibihaftet. Es betrifft vor allem die
Subgruppen-Analyse der VTE, die durch unvollstdadigler fehlerhafte Anamneseerhebung
verfalscht sein kann. Probleme bei dem retrospektistudiendesign treten auch in der
Erfassung von Rezidiven auf. Dies zeigt sich uateterem, dass eine relevante Subgruppierung
der spontanen VTE mit bzw. ohne Rezidiv wegen éeingen Fallzahl nicht méglich war.
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Patientenkollektiv

Die Beziehung zwischen PAI-1 Aktivitat und klinisrh Charakteristika wurden in einer case-
only Studie untersucht. Insgesamt wurden 551 Ratiemit tiefer Venenthrombose und/oder
Lungenembolie und 595 ohne VTE analysi®te Verteilung von Confoundern (BMI, Alter)
zwischen VTE- und non VTE-Gruppe fiel signifikamttarschiedlich aus. Viele Einflussfaktoren
(Ubergewicht, Diabetes mellitus, Akut-Phase-Reak#tc.) konnen im non VTE-Kollektiv im
Vergleich zu einer gesunden Population Uberreptigsersein. Hier waren prospektive case-

control Studien von Interesse.

Praanalytik

Eine weitere Limitation der Studie besteht ausRt&analytik. Die mit biochemischen Methoden
untersuchten Risikofaktoren unterliegen praanalfBe Storeinflissen. Beispielsweise ist die
Bestimmung von Fibrinolyseparametern an streng dsialisierte Blutabnahmebedingungen
gebunden. AulRerdem weist die PAI-1 Aktivitat statkgeszeitliche Schwankungen auf. Im
Rahmen der Akut-Phase-Reaktion oder auch bei myefatauung vor der Blutentnahme kann
es zu einer vermehrten Freisetzung von PAI-1 awothelzellen kommen. Bei verschiedenen
Erkrankungen (z.B. metabolisches Syndrom, Tumoaa#ungen, koronare Herzerkrankung und
chronischen Entzindungen) ist Plasminogen-Aktivatbibitor-1 weist erhdhte Werte auf.

Somit stellen die biochemischen Laborparameter gleti eine Momentaufnahme des

Gesamtprozesses dar.
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5. Zusammenfassung

Die Vendse Thromboembolie (VTE) ist eine chronisehidivierende, multifaktorielle
Erkrankung mit expositionellen und dispositionell@isikofaktoren. Zu den etablierten
genetisch determinierten Risikofaktoren zahlen Mangel an Antithrombin, Protein-C und S,
der Faktor V Leiden und die Prothrombin VarianteO@POA. Der Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) 4G/5G Polymorphismus und seiordespondierender Plasmaspiegel (PAI-1
Aktivitat) gehoren zu den noch kontrovers diskreRisikofaktoren der VTE, wobei in einer
Metaanalyse aus dem Jahr 2008 eine zumindest sbhbwassoziation zwischen dem PAI-1
Genotyp und der VTE naheliegt.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Beantwortuthgy Frage, ob und in welchem Ausmal die
PAI-1 Aktivitat bzw. PAI-1 4G/5G Genotyp zwischemem VTE-Kollektiv einerseits und einer
non VTE- bzw. einer gesunden Kontrollgruppe divergiEin wichtiger weiterer Aspekt dieser
Arbeit ist die Untersuchung, ob eine Korrelationisskien dem klinischen VTE-Charakteristika
und der PAI-1 Aktivitat bzw. dem PAI-1 4G/5G Genptyesteht.

Es wurde das Design der retrospektiven case-onty ecase-control Studien gewahlt. Die
Beziehung zwischen PAI-1 Aktivitdt und klinischemaakteristika wurden in einer case-only
Studie untersucht. Der Einfluss des PAI-1 4G/5G dbgrs auf VTE wurde in einer case-control
Studie betrachtet. Insgesamt wurden 1411 Individwedie Untersuchungen einbezogen. Es
wurden 551 Patienten mit tiefer Venenthrombose (JT'iid/oder Lungenembolie (LE) und 595
ohne ventse Thromboembolie (non VTE) untersuchts Bantrollkollektiv umfasste 265
Blutspender. Die Gesamtgruppe mit vendsen Thrombo&em wurde in spontane/nicht
spontane bzw. rezidivierende/nicht rezidivierendeighisse aufgeteilt.

In dem Gesamtkollektiv, bestehend aus VTE- und WGik-Patienten, war die Beziehung
zwischen PAI-1 4G/5G Genotyp und PAI-1 Aktivitatrmelativ schwach ausgepragt. Es zeigte
sich eine signifigante Erhdhung der PAI-1 Aktivitii 4G-Tragern (p=0,027). Bei der VTE-
Gruppe war der Unterschied der medianen PAI-1 Aitivin Abhéangigkeit vom PAI-1 4G/5G
Genotyp zahlenmal3ig starker ausgepragt. Bei dieriam Betrachtung war die PAI-1 Aktivitat
bei VTE-Patienten im Vergleich zu non VTE-Patient@gnifikant hoher (p<0,001). Unter
Berucksichtigung der moglicherweise beeinflussen8&irgrof3en wie BMI oder ein héheres
Lebensalter wurde jedoch keine Assoziation zwiscden PAI-1 Aktivitat und der VTE

beobachtet.
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In einer Betrachtung der einzelnen PAI-1 GenotypenVergleich zwischen non VTE- und
VTE-Patienten zeigte sich ein mit der 4G-Kopiezahhehmender Unterschied zwischen der
PAI-1 Aktivitdt im non VTE und VTE Kollektiv. BeinVergleich zwischen non VTE- und VTE-
Gruppe bei homozygoter 4G/4G Variante wurde hodctiiskginter Unterschied der PAI-1
Aktivitat nachgewiesen (p<0,001). Bemerkenswertezid&' war eine signifikant hohere PAI-1
Aktivitat bei 4G-Tragern im Vergleich zum Wildtyp der Patientengruppe mit spontaner VTE
beim Vergleich der PAI-1 Aktivitdit vom PAI-1 4G/5Genotyp in den verschiedenen VTE-
Subgruppen nachweisbar (p=0,028).

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeitdstss es keinen relevanten Unterschied in der
Verteilung des PAI-1 4G/5G Genotyps zwischen demEVT(n=551) und gesunden
Kontrollkollektiv (n=265) gibt, weder bei einer eltahlbezogen Betrachtung noch bei einer
Untersuchung des 4G-Tragerstatus.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine lkkamelzwischen der PAI-1 Aktivitat und dem
PAI-1 4G/5G Genotyp besteht. Aus den eigenen umtkirLiteratur dokumentierten Daten kann
geschlussfolgert werden, dass eine Beziehung zemsdPAl-1 4G/5G Genotyp und PAI-1
Aktivitat bei VTE-Patienten, verglichen mit non ViHatienten besteht. Daraus kann man einen
maoglichen Ansatz fur weitere Studien ableiten. Bsem PAI-1 Aktivitat Cut-Offs zu definieren
und die in Kombination mit PAI-1 4G/5G Genotyp haglich ihrer Beziehung zur VTE zu
untersuchen.

Auch die beschriebene Beziehung zwischen PAI-1 @end?Al-1 Aktivitat und der vendsen
Thromboembolie, die auch in der Subgruppe der sypem Ereignisse zum Vorschein kommt,
verdeutlicht die Bedeutung der Erkrankungsheterit@etder vendsen Thromboembolie. Dies ist

bei weiteren Untersuchungen zu bericksichtigen.
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7. Anhang

7.1. Abklrzungsverzeichnis

ACE
APC
BMI
EPCR
HMWK

LE
MTHFR
OR
PAI-1
PK

PC

PS

TF
t-PA
TVT

VTE
VWF

Angiotensin Converting Enzym
aktiviertes Protein C

Body Mass index

endothelialer Protein-C-Rezeptor
High-molekular-weight Kininogen
hochmolekulares Kininogen
Lungenembolie
Methyltetrahydrofolat-Reduktase
Odds Ratio
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
Prakallikrein

Protein C

Protein S

Tissue Faktor

Tissue Plasminogen Aktivator
tiefe Venenthrombose

Units

vendse Thromboembolie
Von-Willebrand-Faktor
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