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Abkurzungen:

t-PA Tissue plasminogen activator
anti Xa Anti Xa Einheiten

APC Aktiviertes Protein C

APLA Antiphospholipid Antikdrper
APS Antiphospholipid Syndrom

aPTT Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
AT Antithrombin

atyp. T atypisch lokalisierte Thrombose
AVT Armvenenthrombose

BMI Body mass index

CAPS catastrophic antiphospholipid Syndrom
CT Computertomographie

dRVVT Diluted Russel’s viper venom time
ELISA Enzyme linked immuno sorbent assay
F X (a) Faktor IX (aktiviert)

FV(a) Faktor V (aktiviert)

F VIl (a) Faktor VIl (aktiviert)

F VIII (a) Faktor VIII (aktiviert)

FX(a) Faktor X (aktiviert)

F Xl (a) Faktor Xl (aktiviert)

F Xl (a) Faktor XlI (aktiviert)

F Xl (a) Faktor XlII (aktiviert)

HCV Hepatitis C virus

HIV Human immunodeficiency virus
HLA Human leucocyte antigen
HMWK High molecular weight Kininogen
IE Internationale Einheiten

U International Units

Kl Konfidenzintervall

LA Lupusantikoagulanz

LE Lungenembolie

LETS Leiden Thrombophilia Study

LR Lupusratio

n Anzahl

NHS National Health System

NP Normalplasma

OR Odds Ratio

PAI Plasminogen activator inhibitor
PAT Patient

PC Protein C

PK Prakallikrein

PS Protein S

RIA Radio Immunoassay

SD Standardabweichung
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SVT Sinusvenenthrombose

TAFI Thrombin aktivierbarer Fibrinolyse Inhibitor
Temp. Temperatur

TF Tissue factor

TFPI Tissue factor pathway inhibitor
TPZ Thromboplastinzeit

TVT Tiefe Beinvenenthrombose

UFH Unfraktioniertes Heparin

u-PA Urokinase plasminogen activator
UvT Unterschenkelvenenthrombose
VK Variationskoeffizient

vWF von Willebrand Faktor
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1 Einleitung

1.1 Hamostase

Dem Gerinnungssystem kommen zwei an sich gegensitzliche Aufgaben zu. Zum Einen
findet eine stindige Gerinnungshemmung statt, diese Antikoagulation ist
physiologischerweise notwendig, um den Blutfluss aufrecht zu erhalten. Zum Anderen
muss es bei GefaBverletzungen mdglichst schnell und effektiv, jedoch auf den Ort der
Lésion begrenzt, zu einer Blutstillung durch Bildung eines Gerinnsels kommen. Unter
physiologischen Umstdnden sind diese beiden Funktionen im Gleichgewicht. Kommt es
durch eine Storung dieses hiimostaseologischen Gleichgewichtes zum Uberwiegen einer
Seite, so resultiert entweder eine starke Blutungsneigung oder es kommt zur Bildung
intravasaler Thromben und zum Entstehen von Embolien(1).

In diesem System der Hdmostase spielen neben dem Gefassendothel die Blutpléttchen, die
Gerinnungsfaktoren, die Gerinnungsinhibitoren sowie das fibrinolytische System eine

wesentliche Rolle.

1.1.1 Priméare Hamostase

Die Hamostase ldsst sich unter physiologischen Umsténden in eine primére und sekundére
Phase unterteilen. Sobald das Endothel eines GefdBles geschidigt wird und das darin
flieBende Blut mit den darunter liegenden subendothelialen Strukturen in Kontakt kommt,
beginnt die primdre Phase. Nach der Verletzung des Gefdfles kommt es durch nervése und
humorale Wege ausgelst zu einer Konstriktion des betroffenen Geféfles, und die aus dem
Blut durch Kontakt mit dem Subendothel aktivierten Thrombozyten adhérieren,
aggregieren und bilden so den primdren Verschluss der GefaBldasion (2). Dieser erste
Thrombus ist labil und bedarf der Verfestigung durch eine Vernetzung, welche in der
folgenden sekundiren Phase durch das plasmatische Gerinnungssystem und die Bildung
von Fibrinpolymeren erfolgt. Wahrend die primére Phase in Sekunden ablduft und vor
allem den akuten Blutverlust sowie den Austritt von Blut aus Kapillaren, Arteriolen und
Venolen kontrolliert, ist die sekunddre Phase vor allem zum Schutz vor einem
Blutungsrezidiv wichtig. Beide sind eng miteinander verzahnt, und beeinflussen sich

gegenseitig in ihren Abldufen (3).



Das normale Endothel unterhdlt einen geregelten Blutfluss durch die Bildung von
Blutgerinnungsinhibitoren und Plittchenaggregationshemmern ebenso wie durch die
Ausbildung einer Barriere zwischen den hidmostatischen Blutbestandteilen und den
prokoagulatorischen subendothelialen Strukturen. Die plasmatische Blutgerinnung wird
dabei durch die Bildung und Sekretion von Heparansulfat und Thrombomodulin gehemmt,
die Fibrinolyse durch Bildung und Sekretion von Tissue Plasminogen Activator (t-PA),
Urokinase Plasminogen Activator (u-PA) sowie Plasminogen Aktivator Inhibitoren (PAI)
moduliert. Die Aggregation und Adhédsion der Thrombozyten wird durch die Freisetzung
von Prostazyklinen gehemmt. Die von der Blutstrémung zu trennenden Strukturen sind vor
allem das Kollagen, das iiber den von Willebrand Faktor (vWF) die Thrombozyten
aktiviert, sowie Makrophagen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen, die durch die
Sekretion von Gewebefaktor (= Tissue Factor, TF) die plasmatische Gerinnung starten(4).
Die Thrombozyten spielen in der Himostase eine zentrale Rolle (5).

An gesundem Endothel gibt es keine Anhaftungsmoglichkeiten fiir Thrombozyten. Kommt
es zu einer Verletzung, werden die subendothelialen Matrixproteine ( wie z.B. Kollagen,
Fibronektin, Laminin) und somit deren Rezeptoren freigesetzt, allen voran der vWF, iiber
welchen die Thrombozyten mittels ihres Glykoprotein Ib Rezeptors adhirieren. Nachdem
die Adhésion der Thrombozyten an der Gefdsswand stattgefunden hat, und diese hierdurch
aktiviert wurden, aggregieren sie mit einander. Die Thrombozytenaktivierung fiihrt zur
einer Konformationsdnderung des Oberflichen - Glykoprotein IIb/Illa Rezeptors der
Thrombozyten, welcher nun in der Lage ist, iiber die Bindung an Fibrinogen sich mit
weiteren Thrombozyten zu verbinden und so ein Aggregat zu formen. Diese zundchst
labile Bindung wird im Rahmen der sekunddren Hamostase durch Umwandlung des

Thrombus — assoziierten Fibrinogens in stabilisierende ,,Fibrinfiden* gefestigt.
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1.1.2 Sekundare Hamostase

Die plasmatische Gerinnung wurde traditionell in eine extrinsische (exogene) und eine
intrinsische (endogene) Kaskade aufgeteilt, die gemeinsam in die Bildung von aktiviertem
Faktor X miindeten und danach eine gemeinsame Endstrecke bis zur Bildung des Fibrins
aus Fibrinogen durchliefen. Diese strenge Trennung wird heute nicht mehr in diesem Sinne
aufrechterhalten, da gezeigt werden konnte, dass der Faktor VIla nicht nur zur Aktivierung
des Faktor X, sondern auch direkt zur Aktivierung des Faktor IX fiihrt (sogenannte Josso —
Schleife) (6) (siehe Abbildung 1, Seite 12). Die Gerinnungsfaktoren werden als inaktive
Vorstufen (Proenzym) gebildet und werden durch proteolytische Spaltung in ihren aktiven
Zustand (Enzym) iiberfiihrt. In diesem aktiven Zustand sind sie nun selbst Serinproteasen
und konnen den néchsten, in der Kaskade folgenden Gerinnungsfaktor aktivieren.

Die Aktivierung iiber den exogenen Weg erfolgt nach einer Gefdflschiadigung und dem
Kontakt von Faktor VII mit dem dadurch freigesetzten Tissue Factor (TF), welche einen
Komplex bilden (TF/FVIla Komplex). Dieser Komplex ist nun in der Lage, die
Gerinnungsfaktoren IX und X zu aktivieren. Faktor IXa selbst ist ebenfalls in der Lage,
Faktor X zu aktivieren. Hierbei dient ihm Faktor VIIla als Kofaktor. Uber den Tissue
Factor Pathway Inhibitor (TFPI) besteht in Assoziation mit F Xa eine negative
Riickkopplung auf den TF/FVII Komplex.

Die endogene Gerinnungsaktivierung wird ausschlieflich durch im GefdBlsystem selbst
enthaltene Substanzen initiiert (siche Abbildung 1, Seite 12). Am Anfang steht hier der
Gerinnungsfaktor XII, welcher an negativ geladene Oberfldchen bindet, hierdurch aktiviert
wird und als Faktor XIla im Komplex mit Prdkallikrein (PK) und High Molecular Weight
Kininogen (HMWK) den Faktor XI aktiviert. Aktivierter Faktor XI fithrt zu einer
Aktivierung von Faktor X, wodurch der sogenannte intrinsische Tenase Komplex entsteht,
welcher in der Lage ist, den Faktor X zu aktivieren. Bei der Aktivierung des Faktor X steht
dem Faktor IX der Faktor VIII als Cofaktor zur Seite, in dem er dessen proteolytische
Potenz verstirkt. Eine Aktivierung des Faktor XI ist auch durch an Endothelzellen
gebundenes und durch HMWK aktiviertes Prékallikrein unter Umgehung des Faktor XII
moglich.

Ist es zu einer Aktivierung des Faktor X zu FXa gekommen, wird durch FXa veranlasst
Prothrombin zu Thrombin zu spalten, wobei FXa erst durch die Kofaktoren Faktor V und
Faktor VIII seine maximale Umwandlungsgeschwindigkeit erreicht. Diese ist etwa
300.000 mal grosser als die des FXa alleine. Faktor V wird durch Thrombin aktiviert, so

dass hier ein positiver Feedback Mechanismus besteht.
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Thrombin ist ein wesentliches Enzym der Gerinnungskaskade, das Fibrinogen in Fibrin
umwandelt (7). Aus Fibrinogen entstehen nach Spaltung durch Thrombin zunichst
Fibrinmonomere, = welche sich zu Polymeren zusammenlagern und den
Thrombozytenthrombus vernetzen und stabilisieren. Eine weitere Stabilisierung erfolgt
durch den ebenfalls vom Thrombin aktivierten FXIIIa. Dieser fiihrt zu einer irreversiblen,
kovalenten Verknilipfung der Fibrinpolymere, und bindet zusétzlich o,-Antiplasmin,
welches das Gerinnsel zusitzlich vor einer Fibrinolyse schiitzt.

Fremdoberflachenkontakt

HMWEK

Prakallikrein
Xl +— Kallikrein Gewebeverletzung

Josso - Schleife
Xl
Xlla —'*J
Xla+Ca" . Vila = \/||
IX > |Xa

VI e /]| g =

\J

Xa

Va t—
l_ T X
Prothrombin e—- _ =l

Xllla

Fibrinogen ===+ Fibrin =% Fibring = Fibrin;

Thrombus

Abb. 1: Die Gerinnungskaskade
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1.1.3 Physiologische Gerinnungsinhibitoren

In diesem komplexen System der Hdmostase gibt es einige Kontrollmechanismen, die eine
iiberschiessende  Gerinnung  verhindern sollen. Im  Bereich der exogenen
Gerinnungsaktivierung ist dies der Tissuefactor Pathway Inhibitor (TFPI), welcher
gemeinsam mit dem FXa den Komplex aus TF und FVIla inhibiert. Der wesentlichste
endogene Inhibitor ist das Antithrombin, welches neben Thrombin und Faktor Xa auch
andere Gerinnungsfaktoren (FIXa, FXla, FXIla sowie Kallikrein) in ihrer Aktivitét
abschwicht (8).

Neben dem TFPI und dem Antithrombin ist Protein C ein weiterer ebenso wichtiger
Gerinnungsinhibitor (9). Protein C ist in seiner Bildung Vitamin K abhéngig und ist, wenn
durch Thrombin aktiviert, eine Protease, die gezielt die Cofaktoren V und VIII inaktiviert.
Als Cofaktor fiir aktiviertes Protein C (APC) dient das ebenfalls Vitamin K abhéngig
gebildete Protein S.

Das korpereigene Heparansulfat sowie das Heparin wirken 1000fach beschleunigend auf
die Bildung von Thrombin — Antithrombin Komplexen und entfalten hierdurch ihre
antikoagulierende Wirkung. Ein weiterer sehr effektiver Ansatz zur medikamentdsen
Gerinnungshemmung besteht in der Verabreichung von Vitamin K Antagonisten. Vitamin
K ist fiir die funktionstiichtige Synthese der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X sowie
der Gerinnungsinhibitoren Protein C und S in der Leber erforderlich. Eine Blockierung
dieses Vitamins fithrt zur Sezernierung nicht funktionsfahiger Vorstufen der Vitamin K
abhingigen Gerinnungsfaktoren und dadurch zu einer Verhinderung der Fibrinbildung

(10).
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1.1.4 Fibrinolyse

Die Fibrinolyse ist der physiologische Gegenspieler der Hédmostase und steht unter
physiologischen Bedingungen mit ihr im Gleichgewicht. Das fibrinolytische System ist
dhnlich der sekunddren Hdmostase kaskadenartig aufgebaut, einem Enzym geht jeweils ein
zu aktivierendes Proenzym voraus. Im Mittelpunkt der Fibrinolyse steht das Plasmin,
dessen inaktives Proenzym das Plasminogen ist. Plasminogen wird vor allem durch den
von Endothelzellen sezernierten Tissue Type Plasminogen Aktivator (t-PA) aktiviert. Ein
weiterer Aktivator ist der Urokinase Type Plasminogen Aktivator (u-PA), der von nicht
endothelialen Zellen gebildet und sezerniert wird. Zu Beginn einer Gerinnselbildung wird
von den Thrombozyten und den beteiligten Endothelzellen Plasminogen Aktivator
Inhibitor (PAI) ausgeschiittet, der in dieser Phase die Fibrinolyse unterbinden soll, eine

dhnliche Aufgabe erfiillt der thrombinaktivierbare Fibrinolyse Inhibitor (TAFT) (11).
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1.2 Die Virchow Trias

Bereits 1856 wurde von Rudolf Virchow eine These zur Entstehung von Thrombosen
verdffentlicht, die bis heute ihre Giiltigkeit behalten hat (12). Er sah damals
Zustandsverdnderungen in den Bereichen der Blutstromung, der Zusammensetzung des
Blutes sowie der GefdBwand als die Faktoren an, die die Entstehung einer intravasalen
Thrombusbildung auslésen. Diese von Virchow damals beschriebenen 3 Faktoren werden
als Virchow Trias beschrieben. Nur selten geniigt eine Verdnderung alleine, um eine
Thrombose auszulosen, meistens miissen mehrere Faktoren zusammen kommen, demnach
ist die Thromboseentstehung ein multifaktorielles Ereignis (13).

Das Hauptaugenmerk in der Genese insbesondere von vendsen Thrombosen gilt derzeit der
Hyperkoagulabilitit und somit einem gestorten Gleichgewicht zwischen physiologischen
Gerinnungsfaktoren und ihren Gegenspielern, den Inhibitoren.

Im Bereich einer Schadigung der Gefdasswand sind besonders Verdnderungen am Endothel
als Ursache fiir eine Thrombusentstehung zu sehen. Schiden koénnen zum Einen
mechanisch herbeigefiihrt werden. Hier sind neben Traumata auch chirurgische und
internistische Eingriffe zu nennen. Andererseits sind aber auch indirekte Schidigungen des
Endothels moglich. Kommt es z.B. im Bereich einer Extremitét zu einer Ischdmie, so
kommt es auch an den Endothelzellen zu einer Hypoxie und durch Stoffwechselprodukte
zu einer metabolischen Schidigung. Auch immunologische Vorgéinge jeder Art, z.B. bei
Entziindungen, konnen das Endothel schddigen (12).

Verdnderungen des Stromungsverhaltens des Blutes im Gefd3system sind die zweite Séule
der Virchow Trias. Hierzu gehort eine verlangsamte Blutstromung, die zu einer Stase
flihren kann. Aber auch das Auftreten von Turbulenzen des Stromungsprofils, wie im
Bereich von Erweiterungen (Aneurysmata), Engstellen oder auch defekten Venenklappen
kann zur Entstehung von Thrombosen fiihren.

Im Bereich der Verdnderungen der Blutzusammensetzung findet man sowohl zellulére als
auch plasmatische Storungen. In diesen Bereich fallen viele der bekannten angeborenen
und erworbenen Thrombophilien (siehe Kapitel 1.3), welche zum grossten Teil auf
Verdnderungen und damit einem Ungleichgewicht im Bereich des plasmatischen
Gerinnungssystems beruhen. Auch ein Anstieg der zelluldren Blutbestandteile, z.B. ein
erhohter Hamatokrit bei Dehydratation oder Polycythdmie, oder eine erhohte
Thrombozytenzahl z.B. bei essentieller Thrombozythdmie, kann zur Thromboseentstehung

beitragen.
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1.3 Thrombophilie

1.3.1 Hereditare Thrombophilien

Hierunter sind alle angeborenen zu vendsen Thrombosen priadisponierenden Umstdnde
zusammengefasst. Das Vorliegen einer solchen Thrombophilie sollte immer dann bei
einem Patienten in Betracht gezogen werden, wenn eine Thrombose in ,,jungem* Alter (<
60. Lebensjahr) auftritt, sie als spontane Thrombose ohne ausldsende Risikosituation
entsteht, es sich um rezidivierende Ereignisse handelt, eine atypische Lokalisation vorliegt
oder wenn bereits bei Familienangehorigen Thrombosen aufgetreten sind. Meist ist aber
auch bei den angeborenen Thrombophilien eine zusitzliche auslésende Situation
vorhanden wie beispielsweise eine lange Flugreise oder eine Operation. Das
Thromboserisiko kann durch das Auftreten mehrerer angeborener Gerinnungsstdrungen
potenziert werden, so dass das Risiko fiir das Auftreten einer spontanen Thrombose
dadurch ansteigt. Betrachtet man ein Thrombosekollektiv unter den oben genannten
Gesichtspunkten, so lésst sich in ca. 50% der Fille eine zugrundeliegende Thrombophilie
feststellen. Letztendlich handelt es sich aber doch bei den allermeisten vendsen

Thrombosen um ein multifaktorielles Geschehen (14).

1.3.1.1 Die APC Resistenz

Bei der APC — Resistenz handelt es sich um eine Unempfindlichkeit des Faktor V
gegeniiber seinem physiologischen Inaktivator, dem Protein C. Erstmals wurde ein solcher
Zusammenhang von Dahlbick et al. (15) beschrieben. Es handelt sich hierbei um eine
Punktmutation an Position 506 im Faktor V Gen, die zu einem Aminosdureaustausch von
Glutamin an Stelle des Arginins im Faktor V — Protein fiihrt. Dadurch kommt es zu einer
Unempfindlichkeit des Faktor Va gegeniiber dem Protein C. Diese Mutation wird nach
dem Entdeckungsort in Holland Faktor V Leiden Mutation genannt (16). Es sind
inzwischen weitere Mutationen beschrieben, die allerdings lediglich 5% der Mutationen in
diesem Sinne ausmachen (17). Alle diese Mutationen beziehen sich lediglich auf eine
Unempfindlichkeit des Faktor V bzw. Va, der ebenfalls durch Protein C inaktivierbare
Faktor VIII bleibt hierdurch unbeeinflusst und wird unverdndert durch die Serin —

Protease, das Protein C, gespalten.
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Die Verteilung der Faktor V Leiden Mutation ist auf Kaukasier begrenzt, in den meisten
europdischen Léndern existieren in der Normalbevdlkerung Priavalenzen von 3-7 % (18).
Betrachtet man ein Kollektiv von Patienten mit venésen Thrombosen, so ist eine Inzidenz
der Faktor V Leiden Mutation in 20-40% zu finden (19). Die Vererbung erfolgt autosomal
dominant, bei der homozygoten Form wird ein 50 — 100fach erhohtes relatives Risiko fiir
die Entstehung einer vendsen Thrombose beobachtet, bei der heterozygoten Form liegt ein
immer noch etwa 7fach erhohtes relatives Risiko vor.

Die bei APC Resistenz entstehenden vendsen Thrombosen sind in 60% der Fille spontaner
Genese, in ca. 40% liegen zusitzliche exogene Faktoren wie z.B. eine Schwangerschaft,
die Einnahme oraler Kontrazeptiva, eine Operation oder eine Imobilisation vor.

Die bisherigen Daten konnten lediglich Zusammenhénge zwischen vendsen Thrombosen
und der APC Resistenz zeigen, im Bereich der arteriellen Strombahn ist die Datenlage
noch inkonsistent.

Kommt es zu einem gleichzeitigen Vorliegen von einer APC Resistenz und einer weiteren
thrombophilen Diathese z.B. einer Prothrombinmutation, eines Antithrombin-, Protein C -
und/oder Protein S - Mangels, so kommt es zu einem besonders hohen

Thromboembolierisiko mit einem Auftreten der Thrombose vor allem in jungen Jahren.

1.3.1.2 Prothrombinmutation

Diese wurde 1996 erstmals von Poort et al. (20) beschrieben, es handelt sich hierbei um
eine Mutation in der nicht translatierten Region des Prothrombin — Gens. Dieser Bereich ist
fiir die Genexpression verantwortlich, die Mutation ergibt eine verstdrkte Expression von
Prothrombin im Plasma in einer Hohe von 115% bis 130%. Der Pathomechanismus, der
fiir die erhohte Thromboseinzidenz verantwortlich ist, ist wahrscheinlich ein erhohtes
endogenes Thrombinpotential, das bei Risikosituationen zum Tragen kommt. Es wird eine
Pravalenz der Mutation von 2-3% in der kaukasischen Normalbevolkerung angenommen,
in Thrombosekollektiven finden sich Inzidenzen dieser Mutation von 7-16%. Das relative

Risiko von Tragern der heterozygoten Mutation ist etwa 3fach erhoht (21).

17



1.3.1.3 Gerinnungsinhibitorenmangel

Hierzu zéhlen angeborene Mangelzustinde der wichtigen Gerinnungsinhibitoren
Antithrombin, Protein C und Protein S. Alle drei Inhibitoren werden in der Leber gebildet,
wobei die Produktion von Protein C und Protein S Vitamin K — abhéngig erfolgt.

Beim angeborenen Antithrombinmangel, werden zwei Typen unterschieden, die auf

zahlreichen verschiedenen Mutationen beruhen. Der Typ I Mangel duBert sich in einer
verminderten Konzentration an Antithrombin bei normaler Molekiilstruktur (quantitativer
Defekt), der Typ II Mangel beruht auf einer abnormen Molekiilstruktur mit reduzierter
Aktivitit (qualitativer Defekt). Es konnten genetische Mutationen des Typ I Defektes
sowie 116 Mutationen des Typ II Defektes identifiziert werden (22). Der hereditire
Antithrombinmangel ist selten und kommt in der Normalbevdlkerung mit einer Inzidenz
von 0,3% vor, in Thrombosekollektiven in 1% bis 4% der Félle. Der Typ I Defekt ist
hiufiger als der Typ II Defekt, bei heterozygoten Patienten kommt es meist vor dem 35 L.
zur Ausbildung einer Thrombose, wéhrend homozygote Patienten bereits in der
Neonatalperiode an  Thromboembolien versterben. Neben den angeborenen
Antithrombinmangelzustéinden gibt es viele Ursachen fiir einen erworbenen
Antithrombinmangel, so z.B. Synthesestdrungen bei Lebererkrankungen, ein erhdhter
Verbrauch bei Verbrauchskoagulopathien und im Rahmen einer Sepsis (diese gehen meist
auch mit einem Verbrauch bzw. einer verminderten Synthese von prokoagulatorischen
Faktoren einher), exsudative Enteropathien sowie beim nephrotischen Syndrom (23;24).
Auch eine Therapie mit Heparinen fiihrt {iber einen erhohten Umsatz zu erniedrigten

Konzentrationen an Antithrombin.

Auch beim angeborenen Protein C Mangel sind etwa 200 Polymorphismen bzw.

Mutationen beschrieben (25), Es wird ebenfalls ein Typ I und einen Typ II Mangel
unterschieden. Der Protein C — Mangel wurde erstmals von Griffin et al. 1981 (26)
beschrieben, die Inzidenz in der Normalbevdlkerung liegt bei etwa 0,2% (27). Das grosste
Risiko besteht in Zusammenhang mit zusidtzlichen pradisponierenden Risikofaktoren,
Trager einer heterozygoten Mutation haben ein etwa 6fach erhohtes Risiko bzgl. der
Entstehung einer vendsen Thrombose (28). Bei homozygoten Trigern kommt es meist
bereits im Neugeborenenalter zu thromboembolischen Komplikationen bis hin zur Purpura
fulminans. Abzugrenzen von den hereditdren Storungen sind die erworbenen Protein C
Mangelzustinde, die abgesehen von Verlust- bzw. Verbrauchssituationen auch durch eine
Therapie mit oralen Vitamin K Antagonisten herbeigefiihrt werden konnen. Eine Gefahr

besteht hier in der Initialphase der Behandlung mit oralen Antikoagulantien, in der Protein
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C aufgrund seiner kurzen Halbwertzeit schneller abfillt als dies die prokoagulatorischen
Gerinnungsfaktoren tun. Durch diesen raschen ,,Protein C — Sturz kann es beim

angeborenen Protein C — Mangel zu sog. Marcumarnekrosen der Haut kommen.

Der Protein S Mangel wurde erstmals 1984 im Hinblick auf ein thrombophiles Potential

beschrieben (29). Das Protein S ist ein in Abhéngigkeit von Vitamin K in der Leber und
dem Gefédssendothel gebildeter Kofaktor des Protein C bei der Inaktivierung der Faktoren
Va und VIlIa. Es liegt im Plasma zu 60% an Komplement C4b-BP gebunden und zu 40%
frei vor. Es gibt 3 verschieden Arten eines Protein C Mangels, die sich bzgl. der Neigung
zu venosen Thrombosen nicht unterscheiden. Der Typ 1 Mangel liegt bei einer
verminderten Gesamtkonzentration von Protein S (und damit der Aktivitit) wegen einer
Synthesestorung vor; der Typ II Mangel weist ein dysfunktionelles Protein mit normaler
Plasmakonzentration auf; der Typ III Mangel besteht bei lediglich vermindertem freiem
Protein S. Der angeborene Protein S Mangel beruht auf einer von 126 beschrieben
Mutationen, wobei eine Homozygotie meist bereits im Neugeborenenalter zu einer Purpura
Fulminans fiihrt. Es gibt einige Zustinde die einen erworbenen Protein S Mangel bedingen,
so z.B. eine Schwangerschaft, die Einnahme von Ostrogenen sowie Lebererkrankungen
und die Therapie mit Vitamin K Antagonisten. Es werden auch Autoantikorperbildungen
gegen Protein S in Zusammenhang mit Infektionen (HIV, Varizellen) sowie bei
systemischem Lupus Erythematodes mit und ohne Antiphospholipid Syndrom beschrieben
(30). Beziiglich der Inzidenz eines Protein S Mangels in der Normalbevolkerung gibt es

keine genauen Zahlen.
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1.3.2 Erworbene Thrombophilien

Hierzu zéhlen alle thrombophilen Zustinde, die ein Mensch in seinem Leben erwerben

kann, und die im Verlauf hdufig persistieren.

1.3.2.1 Antiphospholipidantikdrper

Antiphospholipidantikorper sind eine heterogene Gruppe von Antikdrpern. Die Antigene
sind negativ geladene gerinnungsaktive Phospholipide sowie das Cardiolipin und das B2 —
Glykoprotein 1. Der prothrombotische Effekt beruht auf der Komplexbildung der meisten
dieser Antikdrper mit Prothrombin. Die Namensgebung stammt zum einen von der ersten
Beobachtung bei Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes (31), und zum anderen
von der In - vitro verldngerten plasmatischen Gerinnung (verldngerte aPTT). Diese basiert
darauf, dass die fiir die Gerinnung benétigten Phospholipide im Reagenzglas nur in
begrenzter Menge vorhanden sind. Es kommt somit trotz der in vivo bestehenden
Hyperkoagulabilitdt in vitro zu einer messbaren aPTT Verlidngerung (32;33). Der
Nachweis von  Lupusantikoagulanzien  wird mittels  phospholipidabhéngigen
Gerinnungstesten (Such- und Bestétigungstest oder MixCon LA Test) und zusitzlichen,
immunologischen Nachweisverfahren fiir die einzelnen Antikorper (RIA und ELISA)
durchgefiihrt (34).

Um das Krankheitsbild eines Antiphospholipidsyndroms zu diagnostizieren, bendtigt man
mindestens ein klinisches Symptom (vendse und/oder arterielle Thrombosen oder
wiederholte Spontanaborte) sowie den Nachweis von Antiphospholipidantikérpern.

Es wird beim Nachweis von Antikdrpern sowie klinisch manifesten Thrombombolien
zwischen einem sogenannten primiren und einem sekundiren Antiphospholipidsyndrom
(APS) unterschieden (35).

Das primdre APS tritt, ohne dass eine weitere Systemerkrankung vorliegt, kann in
Einzelfillen familidr gehduft auftreten (v.a. HLA DR4 und DR7) (36). Das sekundire APS
ist entweder mit einer Autoimmunerkrankung (systemischer Lupus, Sjogren Syndrom oder
rheumatoide Arthritis), einer Infektion (HIV, HCV, Lues oder Malaria) oder mit der
Einnahme von Medikamenten (Thiazide, Phenothiazine, Hydralazin oder Captopril)
assoziiert (37).

In der gesunden Normalbevolkerung wird eine Prédvalenz leicht erhohter APLA — Titer

(Antiphospholipid Antikorper) in 2 — 5 % gefunden, bei Patienten, welche an einem
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systemischen Lupus erkrankt sind, immerhin in 12 — 34%. Die Inzidenz eines
thromboembolischen Ereignisses betrdgt bei nachgewiesenen APLA 2 Ereignisse in 100
Patientenjahren.

Als Sonderform des Antiphospholipidsyndromes ist das CAPS (katastrophales APS) zu
nennen, bei dem es statt des sonst iiblichen Befalls groBerer Gefiale zu Mikrothrombosen
und als Folge dessen zu einem Multiorganversagen kommt. Eine Ursache fiir diese

fulminanten Verldufe, welche hdufig letal enden, konnte bisher nicht gefunden werden

(38).
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1.3.3 Thrombophilien bisher ungeklarter Atiologie

1.3.3.1 Erhohte Faktor VIII Werte

Der Faktor VIII ist ein Glykoprotein, welches in der Leber aber auch in vielen anderen
Zellen, z.B. den Endothelzellen und der Milz gebildet wird (39;40). Der Genlocus des
Faktor VIII ist auf dem langen Arm des X — Chromosoms gelegen (Region Xq28), es
besteht aus 186.000 Basenpaaren, wobei lediglich 5% kodierend sind (41). Innerhalb
dieses Gens konnten viele Mutationen unterschiedlicher Art nachgewiesen werden, welche
zu defekten FVIII Molekiilen und somit zu einer Haemophilie A fiihren (42). Das Faktor
VIII Molekiil wird als Heterodimer an das Plasma abgegeben, und zirkuliert hier in einem
gemeinsamen Komplex mit dem von Willebrand Faktor (vVWF), der es stabilisiert (43).

In der Gerinnungskaskade fungiert der Faktor VIII bzw. seine aktivierte Form, der F VIIIa
als Cofaktor fiir den Faktor [Xa bei der Umwandlung von Faktor X in Xa (44). Er kann
diese Umwandlung um das 100.000 fache beschleunigen.

Die Regulation der Faktor VIII Aktivitdt im Plasma ist von vielen Einfliissen abhéngig.
Der grosste Teil der Faktor VIII Molekiile ist im Blut an den von Willebrand Faktor (vVWF)
gebunden (45) und zirkuliert so. Die Hohe der Aktivitit des Faktor VIII zwischen
verschiedenen Individuen variiert bei nicht verwandten Personen deutlich stirker als bei
Zwillingen, dies legt eine genetische Beeinflussung nahe, welche in verschiedenen
Untersuchungen bewiesen werden konnte (46;47). Auch Abhéngigkeiten der Faktor VIII
Plasma Spiegel von der Blutgruppe und dem vWF Plasma Spiegel konnten gezeigt
werden. Hierbei fiel eine Differenz von 22,4 1U/dl zwischen der Blutgruppe 0 und den
anderen Blutgruppen auf, dies gilt ebenso fiir den vVWF mit einer Differenz von 31,5 1U/dI
(48;49). Die Hohe des vWF Faktors beeinflusst vor allem die Halbwertzeit des Faktor VIII
und dadurch die Plasmalevel (50;51).

Auch ,,Akut — Phase — Reaktionen* fiihren zu erhohten Faktor VIII Aktivitdten im Plasma,
es konnte jedoch gezeigt werden, dass Werte bei Patienten mit Thrombosen unabhingig
von akut Phase Reaktion persistierend erhoht bleiben konnen (52;53).

Auch wird eine Abhéngigkeit der Faktor VIII Aktivititen vom Geschlecht beschrieben,
sowie ein Ansteigen mit zunechmendem Alter (54;55). Bisher konnte keine Beeinflussung
durch die Einnahme von oralen Kontrazeptiva beschrieben werden (56;57).

Erhohte Werte des Faktor VIII werden iiber die Theorie des ,,gain of function®, also das

Erlangen eines hoheren Potentials zur Thrombinformation, als thrombophil eingestuft.
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Initial wurde 1969 von Jick eine Thrombophilie durch die ,,Nicht 0 Blutgruppen
beschrieben (58;59) inzwischen ist jedoch deutlich geworden, dass dies lediglich iiber
erhohte Werte des Faktor VIII zustande kommt (60). Bei Faktor VIII Leveln tiber 150 TU/1
wird ein 6fach erhohtes relatives vendses Thrombose Risiko gegeniiber Probanden mit

Leveln unter 100 IU/I angegeben (60-62).
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1.3.3.2 Erhohte Faktor IX Werte

Der Gerinnungsfaktor IX spielt eine essentielle Rolle innerhalb des Gerinnungssystems.
Etwa 1 Patient aus 30.000 Méannern hat einen Faktor IX Mangel die so genannte
Héamophilie B (63;64).

Auf der anderen Seite wird eine erhohte Prdsenz des Faktor IX mit einer Neigung zu
venosen Thrombosen in Zusammenhang gebracht. Erstmals wurde bereits 1977 von
Aledort das Auftreten von Thrombosen bei der Verwendung von Faktor IX Konzentraten
zur Behandlung der Hadmophilie B beschrieben (65). In 2 Studien wurde eine
Zusammenhang von erhohten Faktor IX Antigenleveln mit der Entstehung einer vendsen
Thrombose in Zusammenhang gebracht (66;67). Van Hylckama untersuchte innerhalb des
Kollektives der ,Leiden Thrombophilia Study*“ (19) den Zusammenhang zwischen
erhohten Faktor IX Antigen Leveln und vendsen Thrombosen. Es konnte ein 2,5 fach
erhohtes Risiko gefunden werden. Als erhoht wurden in dieser Studie Werte angesehen,
die oberhalb der 90% Perzentile des zum Vergleich verwendeten Normalkollektives lagen.
Lowe flihrte eine Subgruppenanalyse an 66 Frauen mit einer vendsen Thrombose und 163
Kontroll - Individuen durch. Er konnte eine 2,3 fach erhohtes Risiko fiir erhohte
Plasmalevel finden. Als erhoht wurden Werte oberhalb von 150IU/dl gewertet. In einem
Review aus dem Jahre 2001 beziiglich des Faktor IX und vendsen Thrombosen stellt Lowe
fest, dass weitere Studien bendtigt werden, um einen sicheren Zusammenhang von
erhohten Faktor IX Werten, weiteren Risikofaktoren und vendsen Thrombosen zu sichern
(68).

Auch der Genlocus des Faktor IX liegt wie der des Faktor VIII auf dem langen Arm des X
— Chromosoms. Bisher konnte jedoch keine Verbindungen zwischen den beiden Genen des
Faktor VIII und des Faktor IX beschrieben werden (z.B. eine gemeinsame Promotorregion
oder ein Aktivatorgen).

Der Faktor IX ist ein einkettiges Glykoprotein, welches aus 415 Aminoséduren besteht. Er
wird Vitamin K abhingig (posttranslationale — y — Carboxylierung) in der Leber gebildet.
Es sind mehrere Polymorphismen sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene beschrieben,
welche zu einer Haemophilie B fiihren (69). Fiir erhohte Werte bzw. Aktivititen wurde
bisher kein Polymorphismus nachgewiesen.

Der Faktor IXa ist eine Serinprotease, welche fiir die Konversion des Faktor X in den
aktiven Faktor Xa verantwortlich ist. Gemeinsam mit seinem Kofaktor VIIla und

anionischen Phospholipiden wird er als Xase (Tenase) Komplex bezeichnet. Wie der
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exakte Mechanismus der Beeinflussung des aktiven Zentrums des F I1Xa bei der

Umwandlung des F X durch den F VIIla vonstatten geht, ist nicht bekannt.
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1.3.4 Gerinnungsdiagnostik

Die Labordiagnostik beruht entweder auf einem Nachweis des Faktor IX Molekiils im
Sinne eines Antigen Nachweises nach der ELISA Methode oder einer so genannten
Einstufenmethode. Hierbei wird ein quantitativer Nachweis des Faktor IX gefiihrt,
unabhéngig davon, ob die Menge des bestimmten Faktor VIII oder Faktor IX Proteins
(Antigens) funktionstiichtig ist oder nicht.

In der von uns verwendeten Einstufenmethode wird ein qualitativer Test beziiglich der
Gerinnungsaktivitit des zu untersuchenden Gerinnungsfaktors durchgefiihrt. Hierbei wird
eine modifizierte Methode der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit durchgefiihrt.
Diese bezeichnet die In - vitro - Gerinnungszeit von Plasma aus venosem Citratblut nach
Zusatz von Calciumionen und einer Aktivatorsubstanz. Fiir die Bestimmung eines
Einzelfaktors wird ein so genanntes Mangelplasma zugesetzt, welches eine Aktivitit von <
1% des zu untersuchenden Faktors enthilt, alle anderen Gerinnungsfaktoren jedoch in
ausreichender physiologischer Konzentration (70). Dies hat zur Folge, dass die gemessene
Gerinnungszeit ausschlieBlich von der Aktivitdt des zu untersuchenden Faktors der Probe
abhingt.

Die fiir die Bestimmung der partiellen Thromboplastinzeit ebenso wie fiir die
Einzelfaktorenmessungen eingesetzten partiellen Thromboplastine sind
Phospholipidgemische, welche den Plittchenfaktor 3 ersetzen und die Gerinnung von
Plasma beschleunigen. Als Aktivatorsubstanz dienen anorganische oder organische
Substanzen, die der beschleunigten Gerinnung als Kontaktoberfldche dienen.

Vor der Durchfiihrung der Messungen muss ein Test des jeweils verwendeten
Mangelplasmas an mindestens einem nach WHO — Standard definierten Referenzplasma

durchgefiihrt und dessen vorbeschriebene Aktivitét bestéitigt werden (70).
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1.4 Fragestellung

Die bisher verdffentlichten Arbeiten bzgl. des thrombophilen Potentials der
Gerinnungsfaktoren VIII und IX zeigen noch offen Fragen auf.

Die Studienlage fiir den Faktor VIII ist deutlich ergiebiger als die fiir den Faktor IX.

So beruhen die bisher berechneten und verdftentlichen relativen Risiken fiir den Faktor IX
auf Messungen von Antigenleveln mittels Elisa. Eine Arbeit, die Aktivitditsmessungen mit
Antigenbestimmungen korreliert, existiert hier nicht. Des Weiteren sind die Test - Kits zur
Aktivitatsbestimmung der Gerinnungsfaktoren urspriinglich zu Identifizierung von
Patienten mit Blutungsneigungen/Hamophilien und somit erniedrigten Aktivititen
entwickelt worden, {iber deren Stabilitit und Zuverldssigkeit bei erhohten Werten
existieren ebenfalls keine Daten. Auch der Einfluss von Begleitumstinden wie dem Body
Mass Index (BMI), dem Alter, Nikotinabusus, dem Geschlecht sowie der Einnahme oraler
Kontrazeptiva ist nur unzureichend beschrieben bzw. widerspriichlich.

Es ergaben sich daher die folgenden Fragen, die in der vorliegenden Arbeit beantwortet
werden sollten:

Ist eine Beeinflussung der Aktivitit der Gerinnungsfaktoren VIII und IX durch das
Geschlecht, die Einnahme oraler Kontrazeptiva, das Alter, den BMI oder einen
Nikotinabusus nachzuweisen?

Ist eine erhohte Aktivitit der Gerinnungsfaktoren VIII und IX als unabhéngiger
Risikofaktor fiir die Entstehung einer vendsen Thrombose nachweisbar und wenn ja, mit
welchem relativen Risiko?

Dies sollte im Rahmen einer Case — Control — Studie analysiert werden. Es musste somit
zunéchst ein ausreichend groBles Normalkollektiv etabliert werden, um in diesem den
Einfluss der oben genannten EinflussgroBen auf die Aktivitdt der beiden Faktoren zu
untersuchen. In einem zweiten Schritt sollte der Vergleich mit einem Patientenkollektiv

mit vendsen Thrombosen erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Materialien und Gerate

2.1.1 Blutentnahme

» Desinfektion: Neo — Kodan™ farblos Spray, der Firma Schiilke & Mayr, Nordenstedt;

Ch.
B.: 1037059

» Butterfly: Venofix™ 21G (0,8 x 20 mm) mit 30 cm Schlauch, der Firma B. Braun,
Melsungen AG, Ch.-B.: 01B18825B1 und 99A14825B2

» Adapter: Multiadapter, der Firma Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Niimbrecht, Ch.-
B.: 9220744 und 10990744

» Monovetten: 10 ml S-Monovette™ 9 NC, der Firma Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,
Niimbrecht, Ch.-B.: 9196507C und 1002991C

2.1.2 Zentrifugation

» Pipetten: Reference ™500 ml und 1000 ml, der Firma Eppendorf AG, Hamburg

» RG's: Rohren, Sml (75 mm x 13mm &), der Firma Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,
Niimbrecht; No.: 55.475

» Zentrifuge: Rotina 48 RC™ (Temp.: 20 °C, RPM: 3160, T: 2x 15 min.), der Firma
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

2.1.3 Lagerung

» Cups: Mikro — Schraubréhre 2ml aus PP, der Firma Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,
Niimbrecht; Ref. No.: 72.609

» Truhen: Herafreeze ™(Model Nr. HFC 386 STD — V14) sowie HFU 86 - 450, der

Firma Heraeus Instruments GmbH, Langenselbold;

2.1.4 Vormessungen und Messungen

» Wairmeblock: Thermomixer compact™ ( Temp.: 37 °C, short mix 1100 U/min) , der
Firma eppendorf AG, Hamburg
» Gerinnungsautomat: STA der Firma Roche — Diagnostics GmbH, CH — Basel.
» Heparine: Fraxiparin™ 1,0 (Nadroparin) (9500 anti Xa), der Firma Sanofi — Aventis,
Berlin; Ch.-B.: 900573, verwendbar bis: 08/2002;
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Innohep™ (Tinzaparin) 0,5 ml (10.000 anti Xa), der Firma Leo Pharma,
Neu Isenburg; Ch.-B.: 9265Z81,verwendbar bis: 30.06.01;
Liquemin™ (unfraktioniertes Heparin) 0,5ml (7500 IE), der Firma
Hoffmann — La Roche AG, CH - Basel, Ch.-B.: 52701, verwendbar bis:
09/2002;
» Normalplasma: IL — Test Normal c¢.p™. Instrumentation Laboratory (IL), Kirchheim;
Ch.-B.: N0906574 verwendbar bis 03/2003
» Aqua Dest: Aqua ad injectabilia Braun, der Firma Braun, Melsungen, Ch.-B.:
1154A95, verwendbar bis 03/2006
» Mangelplasmen: F VIII: IL Test Factor Deficient Plasma VIII der Firma
Instrumentation Laboratory, Kirchheim; Ch.-B.: N0805415, verwendbar bis: 06/2003;
F IX: IL Test Factor Deficient Plasma IX der Firma Instrumentation
Laboratory, Kirchheim; CH.-B.: N0706539, verwendbar bis
01/2002;

» Kontrollen und Kalibratoren: STA — Unicalibrator™, der Firma Diagnostica

Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 601657
verwendbar bis 01/2001

STA — Preciclot Plus I™, der Firma Diagnostica

Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609374
verwendbar bis 10/2002

STA — Preciclot Plus 1™, der Firma Diagnostica
Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609396
verwendbar bis 11/2002

STA — Preciclot Plus IT1I™, der Firma Diagnostica
Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609142
verwendbar bis 01/2002

» STA —Reagenzien: STA APTT LT™, der Firma Diagnostica Stago/Roche, F -
Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609361 verwendbar bis 10/2002

STA — Calcium Chloride Solution™, der Firma Diagnostica
Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609223 verwendbar
bis 05/2002

STA Diluent Buffer™, der Firma Diagnostica Stago/Roche, F -

Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 609199 verwendbar bis 04/2002
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STA Desorb. Solution, der Firma Diagnostica Stago/Boehringer

Mannheim, F - Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 694251 verwendbar
bis 11/2000

Hepzyme™, der Firma Dade Behring/IBEX Technologies,
Marburg; Ch.-B.: 528710 verwendbar bis 13.01.2003

STA Neoplastin Plus™, (Thromboplastin + 10ml Puffer Losung)

der Firma Diagnostica Stago/Roche, F - Asnieres sur Seine; Ch.-
B.: 609277 verwendbar bis 06/2002

STA Washing — Solution™, der Firma Diagnostica Stago, F -
Asnieres sur Seine; CH.-B.: 609409 verwendbar bis 01/2003

Kiivetten: STA Cuvettes™, der Firma Diagnostica Stago, F -
Asnieres sur Seine; Ch.-B.: 314900

Pathologische Lupus-Kontrolle: Lupus Inhibitor Plasma, der
Firma Immuno AG Vienna, Ch.-B.: 2V01000, verwendbar bis
06/2002

aPTT-SP: IL, Mailand, Italien, Ch.-B.: N0706533, verwendbar bis
02/2002

Haemoliance SynthAFax aPTT: IL, Mailand, Italien, Ch.-B.:
N0205355, verwendbar bis 02/2002

Calcium-Chlorid mit Polybrene: Heparin resistant CaCl,,
Gradipore, North Ryde, Australien, Ch.-B.: H9J014Ba, Mailand,
Italien, verwendbar bis 10/2001

LAC-Screen: IL, Mailand, Italien, Ch.-B.: H9J023Aa, verwendbar
bis 10/2001

LAC-Confirm: IL, Mailand, Italien, Ch.-B.: H9L005Aa,
verwendbar bis 12/2001

Lupus-sensitive aPTT: PTT-LT, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, Ch.-B.: 609361 verwendbar bis 10/2002
Faktor V-Mangelplasma: Coatest APC-Resistance V Kit,

Haemochrom Diagnostica, Essen, Germany
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2.2 Ethikkommission

Das Studienprotokoll der Studie wurde bei der bei der Ethikkommission der Johann
Wolfgang Goethe Universitit am 29.06.1999 eingereicht. Am 15.09.1999 erfolgte die
zustimmende Bewertung (Geschifts - Nr.: 133/99), nach dem eine Anderung der
Patienteninformation vorgelegt worden war.

(Siehe Anhang Abschnitt 7.4 und 7.5, Seiten 97 - 105)

2.3 Kontrollkollektiv

2.3.1 Zusammensetzung des Kollektives

Das Kontrollkollektiv setzte sich aus 500 freiwilligen Blutspendern zusammen, die im
Zeitraum vom 10.09.1999 bis zum 30.06.2000 beim Blutspendedienst Hessen des
Deutschen Roten Kreuzes Blut spendeten.

Die Blutspender wurden nach eingehender Aufkldrung und schriftlicher Zustimmung
konsekutiv eingeschlossen, die Aufkliarung bestand aus einem Aufklarungsbogen (siche
Abschnitt 7.1, S. 93) und einem Gespriach. Eingeschlossen wurden nur Probanden, die
auch zur Blutspende an diesem Tag zugelassen wurden und die folgende
Einschlusskriterien erfiillten: Alter zwischen 18 und 70 Jahren, in der Vorgeschichte keine
vendse Thrombose, keine Lungenembolie, keinen Myokardinfarkt, keinen Schlaganfall,
keine Lebererkrankung, keine Thrombophlebitis, keine Therapie mit Antikoagulantien und
kein Tumorleiden sowie keine aktive (in den letzen 4 Wochen) oder chronische Infektion.
Gleichzeitig wurden mit Hilfe eines Fragebogens (sieche Abschnitt 7.2, S. 94) weitere
demographische und medizinische Daten erhoben.

Zusitzlich zu den in der Studie durchgefiihrten Testen wurde die Testung auf
Lupusantikoagulantien durchgefiihrt (siche Kapitel 2.6.4 — 2.6.6 Seiten 33,34). Bei einer
Blutspenderin ergab sich ein positiver Nachweis von Lupusantikoagulantien. Diese
Patientin  wurde von den  weiteren  Untersuchungen  ausgeschlossen, da
Lupusantikoagulantien zu einer falsch zu niedrigen Messung der Aktivitdt endogener

Gerinnungsfaktoren fithren kénnen.
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2.3.2 Entnahme und Verarbeitung der Proben

Nach Durchlaufen der Formalititen des Blutspendedienstes, sowie nach Aufkldrung,
Bearbeitung des Fragebogens und Einwilligung in die Teilnahme an der Studie erfolgte
frithestens 20 min. nach Eintreffen beim Blutspendedienst die Blutentnahme. Die
Entnahme wurde vor der eigentlichen Blutspende durchgefiihrt. Hierfiir wurde nach
Desinfektion mit einer Butterfly-Nadel aus einer Brachial - Vene Blut in 20 ml Citrat -
Monovetten (0,11 M Na-Citrat; Verhiltnis Citrat : Vollblut 1:10) entnommen. Die
entnommenen Proben wurden in das Gerinnungslabor der Medizinischen Klinik I, der
Johann Wolfgang Goethe Universitét gebracht, dort erfolgte die zweimalige Zentrifugation
bei 1500 g fiir jeweils 20 Minuten. Danach wurde das Plasma in Microcups a 0,5 ml
portioniert und bei -70°C eingefroren. Das maximale Zeitfenster zwischen Blutentnahme

und Einfrieren betrug dabei 3 Stunden.
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2.4 Patientenkollektiv

2.4.1 Zusammensetzung des Kollektives

Im Zeitraum vom 01.01.2000 bis zum 31.12.2001 wurden konsekutiv Patienten der
Angiologischen Ambulanz des Zentrums fiir Innere Medizin der Johann Wolfgang Goethe
Universitat Frankfurt a.M., die mindestens eine vendse Thrombose erlitten hatten,
eingeschlossen. Patienten wurden von der Studie ausgeschlossen, wenn sie eine der
folgenden Bedingungen erfiillten: Alter < 18 Jahren und >70 Jahren, maligne, Leber- oder
chronisch-entziindliche Erkrankungen, Schwangerschaft oder Puerperium sowie das
Vorliegen von Antiphospholipid - Antikdrpern. Es konnten insgesamt 374 konsekutive
Patienten in der Studie erfasst werden. Die Thromboselokalisation wurde ebenfalls
dokumentiert und schloss tiefe vendse Thrombosen der unteren Extremitdt (TVT),
Armvenenthrombosen (AVT), Sinusvenenthrombosen (SVT), atypisch lokalisierte
Thrombosen (atyp. T) sowie Lungenembolien (LE) ein. Die Diagnose der genannten
thromboembolischen Erkrankungen erfolgte entweder mit Hilfe der farbcodierten
Duplexsonographie, der Phlebographie, der Lungenperfusions- Ventilationsszintigraphie
oder einer Spiral — CT der Lunge. Bei Aufnahme fiillte der aufnehmende Arzt gemeinsam
mit dem jeweiligen Patienten einen standardisierten Fragebogen aus, der neben den
Ausschlusskriterien auch demographische und medizinische Daten beinhaltete und bzgl.
der demographischen Daten mit dem bei den Blutspendern verwendeten Fragebogen
iibereinstimmte (sieche Abschnitt 7.2 S. 94). Nach einem Screening von 467 Patienten im
Verlauf von 2 Jahren konnten letztlich 374 eingeschlossen und den weiteren Tests
zugefiihrt werden.

Die parallel durchgefiihrte Testung auf Lupusantikoagulantien ergab bei 12 Patienten einen
positiven Wert. Diese Patienten mussten nachtriglich ausgeschlossen werden, da
Lupusantikoagulantien zu falsch zu niedrigen Mesungen der Faktor VIII und Faktor IX

Aktivitdten fiihren. Alle weiteren Untersuchungen wurden mit 362 Patienten durchgefiihrt.
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2.4.2 Entnahme und Verarbeitung der Proben

Die Blutentnahme bei den Patienten erfolgte in der Angiologischen Ambulanz der Johann
Wolfgang Goethe Universitidt Frankfurt a.M. entweder bei Erstvorstellung, bei einer
Wiedervorstellung, oder im Rahmen der Marcumarsprechstunde. Dies fiihrte zur Bildung
von Untergruppen im Patientenkollektiv, da die Proben unter dem Einfluss von Marcumar
gewonnen wurden. Fiir die Auswertung der Faktor IX Aktivititen wurden 250 Patienten
herangezogen, die kein Marcumar erhielten.

Durchgefiihrt wurde die Entnahme von der anwesenden MTA oder dem Dienstarzt im
Entnahmeraum des Gerinnungslabors. Es wurde nach Desinfektion mit einer Butterfly-
Nadel aus einer Brachialvene Blut in Citrat-Monovetten (0,11 M Na-Citrat; Verhéltnis
Citrat : Vollblut 1:10) entnommen. Anschliessend erfolgte die zweimalige Zentrifugation
bei 1500 g fiir jeweils 20 Minuten. Danach wurde das Plasma in bis zu 5 Microcups a 0,5
ml portioniert und bei -70°C eingefroren. Das Vorgehen bei der Probenentnahme und der

Verarbeitung war mit dem bei den Blutspendern identisch (Siehe Kapitel 2.3.2; S. 32)
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2.5 Optimierung der Praanalytik und Kalibrationen

Zunichst wurden Tests, die fiir die Messung der Probanden- und Patientenplasmen zum
Einsatz kommen sollten, auf ihre Stabilitdt und Anfilligkeit hin getestet und optimiert.

Da die Messergebnisse der Faktor VIII — Aktivitit besonders storanfillig auf
prdanalytische Variable reagieren, wurden Untersuchungen zur Optimierung der

Praanalytik nur fiir diese Faktorenmessungen durchgefiihrt.

2.5.1 Praanalytik zur Messung der F VIII — Aktivitat

Zur Bestimmung der Gerinnungsfaktoraktivititen wurde ein ,,One Stage Clotting Assay*
an einem voll automatisierten Gerinnungsautomaten durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines Kalibrationsplasmas (Unicalibrator, Diagnostica Stago, Paris, Frankreich),
das genau definierte Faktorenaktivititen enthdlt ( in der Regel 80 — 100%), wird eine
Kalibration erstellt, bei der mit Hilfe von vier Verdiinnungen (1:5, 1:10, 1:20 und 1:40)
verschiedene Faktoren - Konzentrationen vom Gerinnungsautomaten vollautomatisch
erstellt werden. Fiir die Herstellung der Verdiinnungen wurde Diluent Puffer (Diagnostica
Stago, Paris, Frankreich) verwendet. Um erhohte Faktorenaktivititen anhand dieser
Kalibrationsgeraden ablesen zu konnen, wird diese extrapoliert. Um auch bei hoheren
Aktivititen stabile und zuverldssige Messwerte zu erhalten, sollte getestet werden, ob
nicht zuverldssigere Messwerte im Bereich > 100% bei einer fixen Vorverdiinnung der
Plasmaproben erhalten werden kénnen.

Zu Beginn der Vormessungen wurden daher drei verschiedene Verdiinnungsmodi des
Faktor - VIII - Testes an dem Gerinnungsautomaten STA programmiert. Als
Vorverdiinnung des Plasmas wurden die folgenden Verdiinnungsansétze gewahlt: 1:5, 1:10
und 1:20. Es wurden nun 5 mal hintereinander die Faktor VIII Aktivititen in Plasmen von
5 Patienten (Aktivitéitsbereich 83 —273%) mit allen 3 Testverfahren bestimmt, um die Intra
— Assay Variation zu bestimmen. In einer zweiten Versuchsanordnung wurden die Faktor
VIII Aktivitaten (F VIII 1:5 und F VIII 1:10) in 6 Patientenplasmen (Aktivitdtsbereich 24
—284%) 5 mal in Serie an 4 aufeinander folgenden Tagen gemessen. Hiermit wurden Inter
— Assay Variationen bestimmt.

Die Messwerte wurden tabellarisch erfasst und Mittelwerte, Standardabweichungen und

Variationskoeffizienten fiir jeden Tag und {iber die 4 Tage hinweg berechnet.
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2.5.2 Vormessungen mit Heparinen:

Diese Versuchsreihe wurde von uns durchgefiihrt, um herauszufinden, ob bei Patienten, die
mit Heparin behandelt wurden, die Messwerte der Faktorenaktivitit verfdalscht werden
konnten, da insbesondere die unfraktionierten Heparine zu einer PTT — Verldngerung
filhren und auch fiir die Faktorenmessungen im ,,One — Stage — Clotting — Assay* PTT —
Reagenzien verwendet werden.

Lyophilisiertes Normalplasma wurde mit Aqua Dest. geldst, durchmischt und 30 Minuten
inkubiert. Es wurden nun mehrere Losungen hergestellt, zum Einen wurde zu jeweils 1 ml
Normalplasma 50, 100 bzw. 150 anti Xa Einheiten Innohep (Tinzaparin®, Leo Pharma,
Neu Isenburg) oder Nadroparin (Fraxiparin®, Sanofi — Aventis, Berlin) gegeben, zum
anderen wurden zu je 1 ml Normalplasma 50, 100 bzw. 150 IE unfraktioniertes Heparin
(Liquemin®, Roche AG, Basel) gegeben.

Anschliessend wurde aus diesen Plasmaproben die Faktor VIII Aktivitdit mit
Plasmaverdiinnungen von 1:5, 1:10 und 1:20 gemessen. Im Anschluss daran wurden alle
Proben mit 1 ml Hepzyme® (Dade Behring, Marburg), einem Heparinantagonisten,
versetzt und erneut mit dem entsprechenden Testverfahren gemessen.

Die Messwerte wurden tabellarisch erfasst und Mittelwerte, Standardabweichungen und

Variationskoeffizienten berechnet.

2.5.3 Kalibrationen / Kontrollen

An jedem Messtag wurden vor Beginn der Messungen Kalibrationen und Kontrollen
durchgefiihrt. Die Kalibrationen umfassten die Messungen der Einzelfaktoren (Faktor VIII,
Faktor IX) genauso wie die Bestimmung der Thromboplastinzeit sowie der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit. Alle Verdiinnungen wurden in Doppelbestimmung
gemessen. Als Kontrollen wurde ein normales Kontrollplasma (STA — Preciclot Plus 1™,
Diagnostica Stago/Roche, Paris, Frankreich) sowie ein pathologisches Plasma (STA —
Preciclot Plus II™, Diagnostica Stago/Roche, Paris, Frankreich) verwendet. Lagen die

erhaltenen Werte im Referenzbereich, so wurde die Kalibration akzeptiert.
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2.6 Testdefinitionen

2.6.1 Tests fur die Messung der Faktoren (Faktor VIII, Faktor 1X)

Zur Aktivititsbestimmung der Gerinnungsfaktoren in den Plasmen der Probanden und
Patienten wurde ein ,,One Stage Clotting Assay* durchgefiihrt. Der Gerinnungsautomat
STA verdiinnte hierzu 50 pl des Plasma 1:5 mit Diluent Puffer, anschliessend wurden 50
ul Mangelplasma des jeweiligen Gerinnungsfaktors sowie 50 pl aPTT Reagenz
hinzupipettiert und 240 Sekunden lang bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der 240 Sekunden
wurde die Clotbildung mit 50ul CaClI2 (0,025M) angestossen und koagulometrisch die
Gerinnungszeit (Clotting — Time) bestimmt. Anhand der so gemessenen Zeit wurde die
Aktivitdt des im Plasma enthaltenen Gerinnungsfaktors ( Faktor VIII oder Faktor IX) an
der vorher festgelegten Kalibrationsgeraden vollautomatisch vom Gerinnungsanalyser

bestimmt.

2.6.2 TPZ —Test

Die Bestimmung der Thromboplastinzeit ( TPZ ) wurde am Gerinnungsautomaten STA
durchgefiihrt. Dabei wurden 50 pl des Plasma 1:1 mit Diluent Puffer Losung versetzt, 100
ul Thromboplastinreagenz (STA Neoplastin Plus, Diagnostica Stago, Paris, Frankreich) zu
dem Ansatz hinzugegeben, gemischt und 240 Sekunden bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde koagulometrisch die Zeit bis zur Bildung eines Gerinnsels
gemessen. Die Gerinnselbildungszeit wird vom Gerinnungsautomaten als Quickwert in %
der Norm und als INR — Wert (International Normalized Ratio) umgerechnet und

angegeben.

2.6.3 APTT —Test

Die aPTT Bestimmung wurde ebenfalls am Gerinnungsautomaten STA durchgefiihrt.
Zunichst wurden 50 pl des Plasma mit Diluent Puffer Losung im Verhéltnis 1:1 verdiinnt.
Dann wurden 50ul APTT Reagenz (STA APTT LT, Diagnostica Stago, Paris, Frankreich)
zu der Verdiinnung hinzugefiigt, gemischt und 240 sec bei 37°C inkubiert. Abschliefend
wurden 50ul CaCl2 (0,025M) hinzupipettiert. Es folgte die koagulometrische Messung der
Gerinnselbildungszeit in der Kiivette, die in Sekunden angegeben wird.
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2.6.4 MixCon-LA

Das Testverfahren beruht auf dem Testprinzip des aPTT-basierten Lupus Ratio Testes
(LR) (71). Fiir die Testdurchfiihrung wurde der STA Gerinnungs-Automat verwendet und
das Verfahren automatisiert. Der erste Schritt bestand darin, dass 50 pl des zu messenden
Plasmas in einem 1:1 Verhéltnis mit 50 pl Normalplasma gemischt wurden. Daraufhin
wurde die aPTT einmal mit dem aPTT-SP-Reagenz, welches eine niedrige
Phospholipidkonzentration enthidlt, und ein zweites Mal mit dem SynthAFax-Reagenz,
welches eine hohe Phospholipidkonzentration enthidlt, gemessen. Bei beiden Messungen
wurden anschlieBend 50 pl einer heparin-antagonisierenden Calciumchlorid-Losung
hinzugefiigt, die Polybrene enthélt, um falsch positive Testergebnisse bei Proben, die
Heparin enthalten, zu vermeiden. In dem gleichen Durchgang wurde zusétzlich die aPTT
eines Normalplasmas sowohl mit dem phospholipidarmen wie auch mit dem
phospholipidreichen Reagenz gemessen. Fiir jede zu messende Probe waren also 4
Messungen notwendig, die nach folgender Formel in Beziehung gesetzt wurden und die

endgiiltige Ratio (Lupus Ratio: LR) ergaben:

LR = APTT-SP[sec] PAT+NF . APTT-SP[sec] NP
_— - .
SymhAFax [sec] PAT:NF  synthaFax [sec] N PAT = Patient; NP = Normalplasma

2.6.5 Dilute Russell’s Viper Venom Time (dRVVT)

Das Testprinzip des dRVVT-Tests beruht auf der Aktivierung des Faktor X zu Faktor Xa
durch ein Enzym, welches im Schlangengift der ,,Vipera russelli enthalten ist. In
Anwesenheit von Lupus-Antikoagulans wird die phospholipid-abhédngige Aktivierung von
Prothrombin durch den gebildeten Faktor Xa inhibiert. Dadurch kommt es zu einer
verlangsamten Thrombinbildung und damit zu einer messbar verldngerten Gerinnungszeit.
Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Testkit besteht aus zwei kommerziell
erhiltlichen Reagenzien, einem phospholipid-armen Suchtest (LAC-Screen) und einem
Bestitigungstest (LAC-Confirm), bei dem Phospholipide im Uberschuss vorhanden sind.
Somit sind pro untersuchter Plasmaprobe zwei Messungen ndtig. Das Ergebnis wird in
Form eines Quotienten dargestellt, indem das Resultat des LAC-Screen [sec] durch das
Resultat des LAC-Confirm [sec] geteilt wird. Dieses Testverfahren wird in der
Gerinnungsambulanz des  Universitéitsklinikums  Frankfurt in der Laborroutine
vollautomatisch durchgefiihrt. Es wird dabei der vom Hersteller empfohlene Normwert

von 1,3 [Ratio] als Cutoff verwendet. Lediglich bei Patienten unter oraler Antikoagulation
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liegt der Normwert mit 1,6 [Ratio] hoher, dies ist das Ergebnis einer im Vorfeld dieser

Arbeit durchgefiihrten Normwertbestimmung fiir oral antikoagulierte Patienten.

2.6.6 PTT-Tauschtest

Der PTT-Tauschtest ist ein einfaches, nicht standardisiertes PTT-basierendes Testsystem,
welches im Gerinnungslabor der Universitétsklinik Frankfurt zur Routinediagnostik des
Lupus-Antikoagulans eingesetzt und nach Etablierung eines neuen Testverfahrens, des
MixCon-LA Testes, durch diesen ersetzt wurden. Als Suchtest diente ein phospholipid-
armes und somit als lupussensitiv geltendes aPTT-Reagenz (aPTT-LT). Im Falle einer
verlangerten PTT wurde manuell ein Bestitigungstest durchgefiihrt, bei dem das zu
untersuchende Plasma mit Normalplasma in verschiedenen Verhiltnissen (1+4, 1+1, 4+1)
gemischt und die jeweilige Gerinnungszeit (PTT) gemessen wurde. Bei einem Defizit an
Gerinnungsfaktoren wurde bereits in der 4+1-Mischung eine wieder normalisierte
Gerinnungszeit erzielt. War jedoch ein hdherer Anteil an Normalplasma fiir die
Normalisierung der PTT notwendig, so war das ein starker Hinweis fiir das Vorhandensein

von Lupusantikoagulantien.
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2.7 Messungen

2.7.1 Auftauen der Plasmen

Alle Proben wurden direkt vor Messbeginn aufgetaut. Sie lagerten in einer Gefriertruhe bei
-70 °C, die Microcups mit dem Plasma wurden daraus entnommen und in einem
Wirmeblock bei 37 °C fiir 10 Minuten erwarmt, und anschlieBend fiir weitere 10 Minuten
bei Zimmertemperatur stechen gelassen. Nach Ablauf dieser Auftauphase wurden die

Proben zur Analyse in den STA - Gerinnungsautomaten gestellt.

2.7.2 Messungen der Plasmen des Normalkollektives und der Patienten

Aus aufgetauten Plasmen der 500 Blutspender und der 374 Patienten wurden der Faktor
VIII, der Faktor IX, die TPZ sowie die PTT bestimmt. Ebenso wurde bei allen Plasmen die
Testung auf Lupusantikoagulantien durchgefiihrt (MixCon LA, dRVVT und PTT -
Tauschtest, siche Kapitel 2.6.4 — 2.6.6, Seiten 39,40). Vor Beginn der Messungen wurde
taglich eine neue Kalibration durchgefiihrt und die Kontrollplasmen gemessen. Nur wenn
die Kontrollen im entsprechenden Referenzbereich lagen, wurden die Messungen der

Plasmaproben anschliessend durchgefiihrt.
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2.8 Ergebniserfassung und Statistische Methoden

2.8.1 Ergebniserfassung

Die einzelnen Messwerte der Gerinnungsanalysen wurden auf einen an den STA -
Automaten angeschlossenen Drucker ausgegeben und anschlieBend zur weiteren
Bearbeitung in eine Tabelle des Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel, Version

97 eingegeben, welche bereits die librigen Daten der Probanden und Patienten enthielt.

2.8.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde nach Besprechung der Verfahren und Teste mit Herrn
Dr. rer. med. Hanns Ackermann, Abteilung fiir Biomathematik des Klinikums der Johan
Wolfgang Goethe Universitidt Frankfurt am Main, mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS
(Version 11.5) sowie des Statistikprogrammes BiAS (7.06; 2002) durchgefiihrt.

2.8.3 Perzentilen und Normwert Definitionen

Zur Cut Off Definition wurden die 90% und die 10% Perzentile der Messwerte des
Normalkollektives verwendet. Werte oberhalb der 90% Perzentile wurden als erhoht,
Werte unterhalb der 10% Perzentile wurden als erniedrigt gewertet.

Somit lagen im Normalkollektiv per Definition 10% erhéhte und 10% erniedrigte Werte
vor. Dartiber hinaus wurde im Normalkollektiv die Abhingigkeit von Geschlecht, Alter,
dem Body Mass Index, der Einnahme oraler Kontrazeptiva sowie des Nikotinabususes

analysiert, bevor eine Berechnung der Odds Ratios erfolgte.
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2.8.4 Angewandte statistische Tests

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden die folgenden Tests verwendet: zur
Priifung auf Normalverteilung der Kolmogorov — Smirnov sowie der Shapiro — Wilk Test,
fiir den Mittelwertvergleich zweier unabhingiger, nicht normalverteilter Stichproben der
nicht parametrische Mann — Whitney U Test (= Wilcoxon Ranksum Test). Waren mehr als
2 Untergruppen zu analysieren, wurde der H — Test nach Kruskal und Wallis sowie der
Mediantest eingesetzt. Um eine Signifikanzberechnung bei dichotomen Variablen
durchzufiihren, verwendeten wir den Chi®> 4 Felder Test. Es wurde zur Korrektur der
Einfliisse auf die Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren eine lineare Regresionsanalyse
innerhalb des Normalkollektives durchgefiihrt.

Fiir die Berechnung eines relativen Risikos im Rahmen einer Case — Control Studie
wurden Odds Ratios mit dem zugehorigen 95% Konfidenzintervall (multiple logistische

Regression) kalkuliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Praanalytik der Faktor VIl — Aktivitatsmessungen

3.1.1 Intra - Assay Vergleich bezogen auf die Faktor VIII — Aktivitat bei

Verwendung von verschiedenen Verdinnungen

Da die kommerziell erhiltlichen Tests entwickelt wurden, um Patienten, die unter einer
Blutungsneidung leiden, zu untersuchen, sind sie darauf ausgelegt, niedrige Aktivitdten der
Gerinnungsfaktoren zu messen. Da unsere Fragestellung hohe Werte bei Patienten mit
Thrombosen untersucht, war es fiir uns von Interesse, ob ein Abweichen von den
gebrauchlichen Verdiinnungen zuverldssigere und reproduzierbarere Ergebnisse erbringen
wiirde.

Die Tabelle 3.1 (siehe Seite 45) zeigt die Ergebnisse der Intra — Assay Testung.

Es wurden 3 Verdiinnungen (1:5; 1:10 und 1:20) von 5 Plasmaproben mit verschiedener
Faktor VIII Aktivitdt fiinfmal nacheinander innerhalb eines Tages gemessen. Die
angegebenen Standardabweichungen und Variationskoeffizienten sind Mittelwerte und
beziehen sich auf alle Messungen (n=5) einer Verdiinnung bei Plasmen (n=5) mit
verschiedenen Aktivitdten. Die geringste Standardabweichung und der niedrigste

Variationskoeffizient zeigte sich bei einer Verdiinnung von 1:5.
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Verdinnung Verdinnung | Verdinnung

1:05 1:10 1:20

Plasma 1 Mittelwert [%] 83,4 85 82,8
Standardabweichung 1,62 2,83 3,87

Variationskoeffizient 1,95 3,33 4,67

Plasma 2 Mittelwert [%] 104 102,2 98,2
Standardabweichung 3,22 3,06 4,12

Variationskoeffizient 3,1 2,99 4,19

Plasma 3 Mittelwert [%] 155,8 165,8 165
Standardabweichung 11,79 18,08 17,54
Variationskoeffizient 7,57 10,91 10,63

Plasma 4 Mittelwert [%] 257,6 2514 248
Standardabweichung 10,97 11,57 9,25

Variationskoeffizient 4,26 4,6 3,73

Plasma 5 Mittelwert [%] 2454 265 273
Standardabweichung 6,86 10,9 10,14

Variationskoeffizient 2,79 4,11 3,71

Gesamt Standardabweichung 6,89 9,29 8,98
Variationskoeffizient 3,93 5,19 5,39

Tabelle 3.1: Darstellung der Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen

Plasmen und Verdiinnungen der Inter — Assay - Testung sowie der Gesamtwerte. Es zeigen sich die besten

Werte fiir die Verdiinnung 1:5.
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3.1.2 Inter — Assay Vergleich bezogen auf die Faktor - VIII — Aktivitéat bei

Verwendung verschiedener Vorverdinnungen

Der Vergleich der beiden Verdiinnungen 1:5 und 1:10 bezogen auf die Inter — Assay

Varianz ergab die in Tabelle 3.2 gezeigten Ergebnisse. Dargestellt sind die Mittelwerte der

an 5 Tagen in je 5 Messungen erhaltenen Aktivititen der einzelnen Plasmen (n=6).

Die geringste Varianz ergab sich erneut fiir die Verdiinnung 1:5 im Bereich des gesamten

betrachteten Aktivitits-Spektrums der untersuchten Aktivitdten (Range: 23% bis 312 %).

Daher wurde die Vorverdiinnung 1:5 von uns als die stabilste angesehen und sowohl fiir

die Messungen des Faktor VIII als auch fiir die Messungen der Aktivitdten des Faktor IX

verwendet, da die Bestimmung auf dem selben Prinzip beruht.

Verdinnung 1: 5

Verdiinnung 1: 10

Plasma 1 Mittelwert (%) 23,2 23,55
Standardabweichung 1,03 0,88
Variationskoeffizient 4,44 3,76
Plasma 2 Mittelwert (%) 82 81,55
Standardabweichung 2,18 3,45
Variationskoeffizient 2,67 4,22
Plasma 3 Mittelwert (%) 106,45 107
Standardabweichung 3,05 3,81
Variationskoeffizient 2,87 3,57
Plasma 4 Mittelwert (%) 207,05 200,7
Standardabweichung 4,78 5,72
Variationskoeffizient 2,33 2,85
Plasma 5 Mittelwert (%) 205,15 216,75
Standardabweichung 4,27 7,3
Variationskoeffizient 2,11 3,42
Plasma 6 Mittelwert (%) 312,65 286,15
Standardabweichung 6,95 8,05
Variationskoeffizient 2,24 2,84
Mittelwert Gesamt Standardabweichung 3,71 4,87
VVariationskoeffizient 2,77 3,44

Tabelle 3.2: Inter - Assay Vergleich der Vorverdiinnungen 1:5 und 1:10. Es wurden 6 Plasmen

(Range: 23% bis 312 %) je 5 mal an 5 aufeinander folgenden Tagen gemessen. Die stabilsten Aktivititen

konnten mit der Verdiinnung 1:5 gemessen werden.
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3.1.3 Beeinflussung der Faktor VIIl — Messung durch in vitro Zusatz

verschiedener Heparine

In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse der Messungen der mit Heparinen versetzten Plasmen
wiedergegeben und die Abhéngigkeit der Faktor VIII Aktivitit von der jeweiligen
Heparinkonzentration bei 3 verschiedenen Heparinen dargestellt. Man erkennt, dass die
gemessene Faktor VIII Aktivitit mit zunehmenden Heparinkonzentrationen stark abnimmt,
bis sie kaum noch nachweisbar ist. Misst man mit einer hoheren Vorverdiinnung (1:10
bzw. 1:20 gegeniiber 1:5) kann man den Effekt der Heparine abschwéchen, jedoch nicht
ganz autheben. Der Effekt ist bei den drei getesteten Heparinen (Tinzaparin, Nadroparin
und Liquemin als UFH) in etwa gleichwertig, wobei Tinzaparin und Liquemin initial eine
stirkere Reduktion der Aktivitdt des Faktor VIII bewirken, da sie auf Grund ihres hoheren
Molekulargewichtes eine stirkere Verldngerung der PTT bewirken als Nadroparin.

Setzt man den mit Heparinen vermischten Proben 1 ml Hepzyme zu, so kommt es bei den
beiden niedermolekularen Heparinen (Tinzaparin und Nadroparin) nahezu zum Erreichen
des Ausgangswertes. Beim Hinzugeben des Hepzymes zu den mit Liquemin versetzten
Proben wird der Ausgangswert bei allen Dosen erreicht. (siche Tabelle 3.4)

Wir konnten hier zeigen, dass eine stirkere Vorverdiinnung den Effekt von Heparin auf
die Aktivititsmessung des Faktor VIII reduzieren kann, diesen jedoch nicht ausreichend an
den Ausgangswert heranbringt.

Der Zusatz einer Heparinase, hier Hepzyme, kann den Effekt sowohl eines
niedermolekularen als auch eines unfraktionierten Heparins auch in hohen Dosierungen
neutralisieren. Die Proben zeigen dann eine lediglich geringe Abweichung von der
Ausgangsmessung.

Aufgrund dieser Vormessungen wurden heparin - kontaminierte Proben in unserem

Kollektiv mit Hepzyme versetzt und erst dann gemessen.
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Probe Verdinnung 1:5 Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20

F VI Aktivitat [%] | F VII Aktivitat [%] | F VI Aktivitat [%]
Normal Plasma (Kontrolle) 93 90 89
Tinzaparin 50 anti Xa 46 62 77
Tinzaparin 100 anti Xa 17 41 66
Tinzaparin 150 anti Xa 6 22 49
Nadroparin 50 anti Xa 66 74 83
Nadroparin 100 anti Xa 41 59 75
Nadroparin 150 anti Xa 29 51 65
UFH 50 IE 55 77 83
UFH 100 IE 17 50 69
UFH 150 IE 3 23 57

Tab 3.3: Einfluss verschiedener Heparine in unterschiedlichen Konzentrationen und

unterschiedlichen Vorverdiinnungen mit Diluent Puffer.

Probe Verdiinnung 1:5

F VIII Aktivitat [%)]
Normal Plasma (Kontrolle) 93
Hepzyme + Nadroparin 50 anti Xa 86
Hepzyme + Nadroparin 100 anti Xa 85
Hepzyme + Nadroparin 150 anti Xa 81
Hepzyme + Tinzaparin 50 anti Xa 87
Hepzyme + Tinzaparin 100 anti Xa 82
Hepzyme + Tinzaparin 150 anti Xa 87
Hepzyme + UFH 50IE 92
Hepzyme + UFH 100IE 92
Hepzyme + UFH 150IE 94
Hepzyme + Normalplasma 100

Tabelle 3.4: Faktor VIII Aktivititen einer Plasmaprobe nach Zusatz unterschiedlicher

Heparinkonzentrationen und der Heparinase Hepzyme.
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3.2 Demographische und anamnestische Daten der

eingeschlossenen Probanden und Patienten

3.2.1 Eingeschlossene Kontrollpersonen und Patienten

Es wurden initial 467 Patienten mit vendsen Thrombosen gescreent, von denen 374 die
Einschlusskriterien  erfiillten. Bei den Kontrollpersonen erfiillten alle die
Einschlusskriterien. Nach Abschluss der Messungen fiir Lupusantikoagulantien mussten 12
Patienten sowie eine Probandin nachtriglich aufgrund des Nachweises von positiven
Lupusantikoagulantien von den weiteren Messungen ausgeschlossen werden.
Lupusantikoagulantien fiihren zu einer ,,falsch® zu niedrigen Bestimmung der Faktor VIII
und Faktor IX Aktivitit. Es konnten daher die Messwerte von 362 Patienten und 499
Probanden ausgewertet werden. Zur Subgruppenanalyse der Faktor IX Aktivitdt wurden
112 Patienten, die wegen ihres thromboembolischen Ereignisses Phenprocoumon
einnahmen, nicht beriicksichtigt, da der Vitamin K — Antagonist zu einem Absinken des
Vitamin K abhédngigen Faktor IX fiihrt. Eine Faktor IX Erhoéhung konnte daher bei

Patienten unter oralen Antikoagulantien nicht analysiert werden.
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3.2.2 Demographische Daten der Kollektive

Die demographischen Daten der beiden Kollektive sind in Tabelle 3.5 (siche Seite 50)
einander gegeniibergestellt. Es zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied bzgl. des
Geschlechtes. Die Altersverteilung und die Verteilung des BMI ist bei den beiden
Kollektiven weniger stark ausgeprégt ebenfalls signifikant unterschiedlich. Beziiglich des

Nikotinabususes unterscheiden sich beide Kollektive nicht.

n=| Geschlecht Alter BMI Nikotinabusus
Frauen (%) | Median (Range) | Median ( Range) n (%)
Probanden 499 | 157 (59,9) 43 (19/70) 25(16,8/42) 107 (21,2)
Patienten 362 | 217 (31,5) 45 (18/70) 25,8 (18,1/57,4) 93 (25,7)
Signifikanz (p) < 0,001 0,028 0,046 0,994

Tabelle 3.5: Die demographischen Daten der Kollektive sowie Signifikanzberechnungen bei Unterschieden

der Kollektive bzgl. Geschlecht, Alter, Body Mass Index und Nikotinabusus.

Bei der Testung auf Normalverteilung konnte diese weder fiir das Alter, noch fiir den BMI
in einem der Kollektive gezeigt werden, die mit dem Kolmogorov — Smirnov Test
berechneten p — Werte lagen bei < 0,001. Daher erfolgt die Angabe der Daten als
Perzentilen (Quartilen) mit dem jeweiligen Median. Die Berechnung der
Signifikanzniveaus erfolgte mit dem nicht parametrischen Mann — Whitney U Test. Bei der
graphischen Darstellung wurden Boxplots verwendet (siche Abbildung 3.1, Seite 51).

In einem Boxplot werden graphisch die 25% und die 75% Quantile als untere und obere
Begrenzung der Box dargestellt. Der Balken, der sich innerhalb der Box befindet, stellt den
Median dar. Zusitzlich werden noch das 10% und 90% Quantil als sog. Whiskers am
unteren bzw. oberen Ende der Verlingerungen dargestellt. Ausreiler und Extremwerte
konnen zusétzlich einzeln ober- bzw. unterhalb der Quantilen angezeigt werden.

Ein Boxplot kann somit die Darstellung der Verteilung eines Parameters innerhalb eines
Kollektives und vor allem auch die Gegeniiberstellung mit einem zweiten, einem

Vergleichskollektiv, in einer Graphik ermoglichen.
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Abbildung 3.1: Boxplots zur Darstellung der Alters- und BMI - Verteilung im Probanden- und
Patientenkollektiv. Es zeigen sich jeweils signifikante Unterschiede beim Alter mit einem p — Wert von

0,027 und beim BMI mit einem p — Wert von 0,044,
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3.2.3 Anamnestische und klinische Daten der Kollektive

Betrachtet man die Familienanamnese von Angehorigen ersten Grades der Personen in
beiden Kollektiven bzgl. thromboembolischer Ereignisse, so weisen die Patienten
erwartungsgemél signifikant hiufiger eine positive Familienanamnese auf. Eine positive
Familienanamnese lieB3 sich bei den Normalpersonen bei immerhin 11,4 % erheben, dem
gegeniiber gaben 30,7 % der Patienten an, Familienangehdrige ersten Grades zu haben, die
ein solches Ereignis aufwiesen. Der berechnete Unterschied war hochsignifikant (p <
0,001).

Betrachtet man isoliert die in der Familienanamnese erwidhnten Lungenembolien, so
berechnen sich auch hier ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,001).

Die Daten werden in Tabelle 3.6 dargestellt.

Probanden (n = 499) | Patienten (n = 362) | p — Werte
Familienanamnese in % (Anzahl) in % (Anzahl)
Thrombosen Keine 88,6 (443) 58,3 (211) < 0,001
Einfach pos. 11,4 (57) 24,9 (90)
Mehrfach pos. 0(0) 5,8 (21)
Lungenembolien Keine 98 (489) 80 (288) < 0,001
Positiv 2 (11) 9,1 (33)

Tabelle 3.6: Familienanamnese bzgl. thromboembolischer Ereignisse bei Familienangehorigen ersten Grades.

Vergleich des Probanden- mit dem Patientenkollektiv.

Im Patientenkollektiv traten vendse Thrombosen in unterschiedlichen Lokalisationen auf.
Dies waren bei 89% der Patienten (n=322) Thrombosen der tiefen Beinvenen (TVT). Bei
23% (n=82) handelte es sich um Rezidivthrombosen, auch atypisch lokalisierte
Thrombosen sowie isolierte Lungenembolien wurden miterfast. Fiir Details zu Lokalisation

und Haufigkeit vendser Thromboembolien siehe Tabelle 3.7 (Seite 53).
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Art der Thrombose Haufigkeit Prozent
Proximale Beinvenen 197 / 362 55,0
Unterschenkelvenen 47/ 362 13,1
Rezidivthrombosen 82 /362 22,9
Armvenen 12 /362 3.4
Sinusvenen 3/362 0,8
Isolierte Lungenembolie 6 /362 1,7
Penisvenen 817362 2,2
Augenvenen 1/362 0,3
V. Cava inferior 2/362 0,6

Tabelle 3.7: Lokalisationen und Haufigkeiten der Thrombosen innerhalb

des Patientenkollektives.

Insgesamt wurden 59 klinisch symptomatische Lungenembolien bei den 362
eingeschlossenen Patienten gezihlt, dies entspricht 16,3%.

Innerhalb des Patientenkollektives, ohne diejenigen Patienten welche orale
Antikoagulantien einnahmen, konnten 72 (29%) mit einer APC — Resistenz, 7 (2,8%) mit
einem Protein C Mangel, 22 (8,4%) mit einem Protein S Mangel, 11 (4,2%) mit einem
Antithrombin Mangel sowie 14 (5,6%) mit einer Prothrombinmutation (20210A)

identifiziert werden.
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3.3 Normalkollektiv

3.3.1 Einfluss oraler Kontrazeptiva auf die Aktivitat der Faktoren VIII und IX

Es wurden zwei Untergruppen des Normalkollektives miteinander verglichen, um einen
Einfluss oraler Kontrazeptiva auf die Aktivitéit der Faktoren VIII und IX zu untersuchen.

Es wurden 51 Frauen, die die Pille zum Zeitpunkt der Blutentnahme einnahmen mit 48
altersgematchten Frauen verglichen, die keine oralen Kontrazeptiva eingenommen hatten.
Ein Alter zwischen 20 und 40 Jahren musste in beiden Kollektive vorliegen.

Aufgrund des gematchten Alters zwischen 20 und 40 Jahren wurde lediglich eine
Untergruppe aller Frauen des Normalkollektives fiir diese Berechnung herangezogen.
Insgesamt waren in unserem Normalkollektiv 102 Frauen ohne die Einnahme oraler
Kontrazeptiva sowie 55 Frauen unter Einnahme oraler Kontrazeptiva vorhanden.

Es zeigte sich trotz einer identischen Alters - Range (20 — 40 Jahre) ein signifikanter
Unterschied bzgl. des medianen Lebensalters. Die Frauen, die orale Kontrazeptiva
einnahmen, waren signifikant jiinger als die Frauen ohne Einnahme oraler Kontrazeptiva

(p <0,001).

Beziiglich des BMI zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Die Aktivitét des Faktor VIII war bei Frauen, die orale Kontrazeptiva einnahmen, hoher als
bei den Frauen die keine oralen Kontrazeptiva eingenommen hatten. Der Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant, wahrscheinlich bedingt durch die grossere
Schwankungsbreite der Faktor VIII — Aktivitdten und die geringe Fallzahl.

Bei den Faktor IX Aktivititen zeigten sich ebenfalls hohere Werte unter oralen
Kontrazeptiva, dieser Unterschied war jedoch hoch signifikant. (sieche Tabelle 3.8 und
Abbildung 3.2, Seiten 55 und 56)

Lineare Regressionsanalysen bzgl. des zu untersuchenden Gerinnungsfaktors als abhéngige
Variable, und BMI, Alter und Pilleneinnahme wurden anschlieBend durchgefiihrt. Hier
zeigte sich fiir den Faktor VIII keine signifikante Abhdngigkeit von Alter und BMI.
Bezogen auf die Faktor - IX konnte eine Abhéngigkeit von der Einnahme oraler
Kontrazeptiva sowie vom BMI bestitigt werden. Eine signifikante Abhédngigkeit der
Aktivititen des Faktor VIII oder IX vom Alter innerhalb der Kollektive konnte
ausgeschlossen werden. (siche Tabelle 3.9, Seite 55)

Aufgrund dieser Daten wurden Frauen, die orale Kontrazeptiva eingenommen hatten, von

den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.
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Einnahme oraler Kontrazeptiva Alter BMI Faktor VIII [%] Faktor X [%]
NEIN ( n = 48)
Median 31,5 22,25 105,5 104
Range 21-40 16,8 - 35,1 56 - 250 66 - 163
JA (n = 51)
Median 23 21,8 119 130
Range 20- 39 18,7 - 39,1 48 - 215 78 -183
Signifikanz (p) < 0,001 0,983 0,071 < 0,001
Tabelle 3.8: Vergleich der Frauen im Normalkollektiv mit und ohne Einnahme oraler Kontrazeptiva.
Nicht standardisierte Koeff. Standardisierte Koeff. T Signifikanz
B Standardfehler Beta [p]
Faktor VIII (Konstante) 111,66 26,01 4,29 0,00
Alter -0,72 0,72 -0,12 -1,00 0,32
BMI 0,64 1,04 0,07 0,62 0,54
orale Kontrazeptival 9,72 8,28 0,13 1,17 0,24
Faktor IX (Konstante) 52,41 16,39 3,20 0,00
Alter 0,17 0,45 0,04 0,38 0,71
BMI 2,17 0,65 0,31 3,31 0,00
orale Kontrazeptiva| 23,99 5,22 0,45 4,60 0,00

Tabelle 3.9: Lineare Regressionen, Abhingige Variablen sind der jeweilige Faktor. Es zeigte sich fiir das untersuchte

Subkollektiv (Frauen zwischen 20 und 40 Jahren), eine hochsignifikante Abhédngigkeit fiir den Faktor IX von der

Pilleneinnahme und dem BMI, fiir den Faktor VIII zeigen sich keine Abhdngigkeiten. Der B — Wert von 23,99 zeigt uns

an, dass bei Frauen mit oralen Kontrazeptiva eine um 23,99% hohere Aktivitat vorliegt.
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Abbildung 3.2.: Vergleich der Frauen im Normalkollektiv mit und ohne Einnahme oraler Kontrazeptiva bzgl.
der Aktivitét des Faktor VIII und Faktor IX. Graphische Darstellung mit Boxplots, sowie Angabe des
Signifikanzniveaus. Der Faktor VIII zeigt unter der Einnahme oraler Kontrazeptiva eine deutlichere Streuung
v.a. zu hoheren Werten hin, erreicht jedoch keine statistisch signifikant hoheren Werte. Der Faktor IX ist bei

Frauen unter der Einnahme oraler Kontrazeptiva insgesamt erhoht, dies ist auch statistisch signifikant.
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3.3.2 Einfluss des Geschlechtes auf die Aktivitat der Faktoren VIII und IX

Im Normalkollektiv wurden unter den Probanden Untergruppen anhand des Geschlechtes
gebildet. Es wurden 342 minnliche und 102 weibliche Probanden eingeschlossen, wobei
Frauen die zum Zeitpunkt der Blutentnahme orale Kontrazeptiva einnahmen (n=55) nicht
beriicksichtigt wurden (siche Tabelle 3.10, Seite 58). Der Vergleich der Untergruppen
bzgl. des BMI und des Alters zeigte fiir beide Gerinnungsfaktoraktivititen einen
signifikanten Unterschied (BMI: p < 0,001 und Alter: p = 0,006). Probanden ménnlichen
Geschlechtes zeigten einen durchschnittlich hoheren BMI und waren élter (siehe Tabelle
3.10, Seite 58).

Der Vergleich der Aktivititen der Gerinnungsfaktoren VIII und IX zwischen den beiden
Geschlechtern zeigte trotzdem keinen signifikanten Unterschied (Faktor VIII p = 0,149 und
Faktor IX p = 0,613 (Mann Whitney U Test)) (siche Tabelle 3.11, Seite 58). Bei der
graphischen Auftragung der Daten fdllt beim Faktor VIII eine grofere Streuung der
Messwerte bei Ménnern als bei Frauen auf (Abbildung 3.3, Seite 59).

Eine Geschlechtsabhdngigkeit der Aktivitidt der Gerinnungsfaktoren VIII oder IX konnte

daher nicht nachgewiesen werden.
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Manner Frauen Frauen mit oralen |Frauen ohne orale| Gesamt | Signifikanz
Kontrazeptiva Kontrazeptiva [p]
Anzahl 342 157 55 102 499
Alter Median 46 35 24 41 43 0,006
(Min - Max) | (20-70) | (19-65) (20 — 49) (19 — 65) (19-71)
BMI Median 25,6 23,3 22,4 23,7 25 < 0,001
(Min - Max) [(18,2-42,2)((16,8 - 39,1) (18,7 - 39,1) (16,8 — 38) (16,8 - 42,2)

Tabelle 3.10: Demographische Daten der Probanden differenziert nach Geschlecht und der Einnahme oraler

Kontrazeptiva. Berechnung des Signifikanzniveaus zwischen Méannern und Frauen ohne orale Kontrazeptiva.

Geschlecht Faktor VIl [%] Faktor IX [%)]
Weiblich Anzahl 102 102
Minimum 54 66
25 % Perzentile 86 98
Median 104 114
75 % Perzentile 125 137
90 % Perzentile 141 152
Maximum 250 208
Mannlich Anzahl 342 342
Minimum 39 64
25 % Perzentile 86 101
Median 106 119
75 % Perzentile 133 134
90 % Perzentile 164 151
Maximum 277 244
Signifikanz [p] 0,149 0,613

Tabelle 3.11: Geschlechtsspezifische Auswertung (nur Frauen ohne orale Kontrazeptiva)

der Faktor VIII und Faktor IX Aktivititen.
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Abbildung 3.3: Geschlechtsspezifische Auswertung (nur Frauen ohne orale Kontrazeptiva) Darstellung der
Aktivitdten von Faktor VIII und IX als Boxplots. Der Faktor VIII zeigt eine grossere Streuung der

gemessenen Aktivititen bei Mannern.

58



3.3.3 Einfluss des Alters auf die Aktivitat der Faktoren VIl und IX

Um den Einfluss des Alters auf die Faktoren VIII und IX zu untersuchen, bildeten wir
innerhalb des Normalkollektivs anhand von Altersdekaden 5 Untergruppen:

(20 — 30 Jahre (n = 75), 31 — 40 Jahre (n = 100), 41 — 50 Jahre (n = 100), 51 — 60 Jahre (n
=106), 61 — 70 Jahre (n = 61). Zwei Probandinnen, die jiinger als 20 Jahre waren, wurden
aus dieser Kalkulation ausgeschlossen. Zum Untergruppenvergleich wurden der H — Test
nach Kruskal und Wallis sowie der Median Test angewendet.

Es zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied der einzelnen Dekaden mit einem
zunehmenden Anstieg der Aktivititen der Faktoren VIII und IX mit dem Alter (p jeweils
<0,001) (siche Abbildung 3.4, Seite 61). Es fillt dabei auf, dass die Faktor VIII — Aktivitit
erst ab dem 40. Lebensjahr signifikant ansteigt, wihrend die Faktor IX — Aktivitét
kontinuierlich mit steigendem Lebensalter zunimmt. Auch der BMI steigt signifikant mit

zunehmendem Alter an (siche Abbildung 3.5, Seite 61).
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Abbildung 3.4: Verteilung der Faktor VIII und Faktor IX Aktivititen in den fiinf gebildeten Altersdekaden.
Die Verteilung innerhalb jeder Dekade wird durch einen Boxplot dargestellt. Es kann gezeigt werden, dass es
bei beiden Gerinnungsfaktoren sowohl zu einem Anstieg des Medians der Aktivititen als auch der einzelnen

Quantilen kommt.
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Abbildung 3.5: Stellt man den BMI graphisch dar (innerhalb der einzelnen Altersdekaden als Boxplot) so

zeigt sich ein stetiger Anstieg mit zunechmendem Alter. Dies ist statistisch hoch signifikant.
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3.3.4 Einfluss des BMI auf die Aktivitat der Faktoren VIII und IX

Die Beeinflussung der Aktivititen der Faktoren VIII und IX durch den BMI sollte
moglichst unabhingig vom Einfluss des Lebensalters untersucht werden. Das Kollektiv
wurde daher in Untergruppen aufgeteilt. Die erste Untergruppe setzte sich aus allen
Probanden (ausgeschlossen Frauen mit oraler Kontrazeption) bis einschlielich des 40.
Lebensjahres zusammen. Die zweite Untergruppe erfasste alle Probanden (ausgeschlossen
Frauen mit oraler Kontrazeption), die élter als 40 Jahre waren. Um den Einfluss des BMI
auf die Aktivitdit der Gerinnungsfaktoren VIII und IX darzustellen, wurden diese
Altersklassen in Probanden mit einem BMI < 27 kg/m? und in solche mit einem BMI von >
27 kg/m? unterteilt.

Der Vergleich der Aktivititen des Faktor VIII zeigte in beiden Altersklassen eine
Abhingigkeit vom BMI mit signifikant hoheren Werten in der Gruppe mit einem BMI >
27 kg/m? (siche Tabelle 3.12).

Die Aktivititen des Faktor IX zeigte in dem jiingeren Patientenkollektiv ebenfalls
signifikant hohere Werte bei den Personen mit einem BMI > 27 kg/m? als bei Probanden
mit einem niedrigeren BMI (p < 0,001; siche Tabelle 3.12). Dieser Effekt des BMI auf die
Faktor IX — Aktivitidt konnte auch bei der &lteren Untergruppe beobachtet werden, war hier

aber nicht so stark ausgeprégt (p = 0,023; siehe Tabelle 3.12)

Alter bis 40 Jahre Alter [Jahren] Faktor VIII [%] | Faktor IX [%]
BMI <27 (n=143) Median 31 99 105
BMI >=27 (n = 33) Median 33 115 126
Signifikanz p= 0,355 0,027 < 0,001
Alter Uber 40 Jahre Alter [Jahren] Faktor VIII [%] | Faktor IX [%)]
BMI <27 (n=161) Median 55 104 124
BMI >= 27 (n = 107) Median 56 114 129
Signifikanz p= 0,47 0,007 0,023

Tabelle 3.12: Aufteilung des Kollektives anhand des Alters, in Probanden unter und iiber 40 Jahren.
Innerhalb dieser Gruppen erfolgte ein Vergleich der Aktivitdten der Faktoren VIII und IX in Abhingigkeit
vom BMI.

Es konnten jeweils hohere Aktivitdten bei adipdseren Personen beobachtet werden. Dies war in allen Féllen
statistisch

signifikant.
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3.3.5 Einfluss des Rauchens auf die Aktivitat des Gerinnungsfaktor VIII und

des Gerinnungsfaktor IX

Es wurden anhand der Anamnese des Fragebogens 2 Untergruppen gebildet, zum einen
jene Personen, die einen Nikotinabusus angegeben hatten (n = 92) und solche, die diesen
verneint hatten (n = 352).

Betrachtet man die demographischen Daten der beiden Untergruppen, so ldsst sich ein
signifikanter Unterschied beim Alter der Probanden feststellen. Die Nichtraucher waren im
Median 4,5 Jahre élter, dies war bei einem p — Wert von 0,016 statistisch signifikant. Der
BMI wies keinen signifikanten Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern auf.
Der Vergleich der Faktorenaktivititen ergab einen signifikanten Unterschied zwischen
Rauchern und Nichtrauchern fiir den Faktor VIII, mit niedrigeren Werten bei den
Rauchern. Der Median bei Personen mit Nikotinabusus lag bei 102%, in der Gruppe ohne
Nikotinabusus bei 106 % (Abbildung 3.6).

Der Vergleich der Faktor IX Aktivititen konnte keinen signifikanten Unterschiedzwischen

Rauchern und Nichtrauchern zeigen (siche Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Vergleich der Aktivititen der Gerinnungsfaktoren VIII und IX bzgl. des Nikotinabusus. Es
zeigt sich bei der graphischen Darstellung mittels Boxplots bei den Aktivitdten des Faktor VIII der Raucher,
dass bei geringfiigig niedrigerem Median tedenziell niedrigere Faktor VIII — Aktivititen gemessen werden
konnten. Die Aktivititen des Faktor IX zeigten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich von

Rauchern und Nichtrauchern.
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3.3.6 Lineare Regressionsanalysen fir die Aktivitat der Faktoren VIl und IX

innerhalb des Normalkollektives.

Zum Abschluss der Berechnungen im Normalkollektiv und der Untersuchung der Einfliisse
der in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten EinflussgroBen (Geschlecht, Alter,
BMI und Nikotinabusus), fiihrten wir eine lineare Regression durch, die alle diese
Einflussgrofen beriicksichtigte.

Eine lineare Regression ist ein statistisches Verfahren, mit dem man unter
Beriicksichtigung mehrerer Variablen, den Einfluss jeder einzelnen auf eine vorher
definierte Abhingige, unter Angabe der Signifikanz untersucht. Ein negativer Wert von B
zeigt ein Abfallen der Abhingigen - Parameter mit einem Zunehmen der Variablen an, B
gibt demnach die Steigung der Regressions — Geraden an.

Bei den Faktor VIII - Aktivititen konnten die bisher beschriebenen Abhéngigkeiten
bestitigt werden. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Faktor VIII - Aktivitidten mit
zunehmendem Alter (B positiv p = 0,034), sowie mit steigendem BMI (B positiv p =
0,002). Ebenso konnten die signifikant niedrigeren Werte bei Rauchern bestitigt werden
(B negativ p = 0,018).

Auch beim Faktor IX konnten die zuvor beschriebenen Abhédngigkeiten durch diese lineare
Regression bestitigt werden. Es zeigte sich eine positive Abhéngigkeit vom Alter (B
positiv p < 0,001). Auch die signifikante Beeinflussung der Aktivitit des Faktor IX durch
den BMI konnte hier mit h6heren Werten bei steigendem BMI bestétigt werden (B positiv
p <0,001). (siche Tabelle 3.13, Seite 65)
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Nicht standardisierte Standardisierte

Koeffizienten Koeffizienten T Sign.
B Standardfehler Beta

Faktor VIII| (Konstante) | 60,943 12,075 5,047 0,000
Alter 0,284 0,134 0,103 2,126 0,034
Geschlecht 3,050 4,053 0,036 0,753 0,452
BMI 1,305 0,427 0,150 3,057 0,002
Nikotinabusus | -9,870 4,159 -0,111 -2,373 0,018
Faktor IX | (Konstante) | 61,095 8,570 7,129 0,000
Alter 0,463 0,095 0,227 4,880 0,000
Geschlecht | -3,649 2,876 -0,057 -1,269 0,205
BMI 1,668 0,303 0,257 5,504 0,000
Nikotinabusus | 0,939 2,951 0,014 0,318 0,751

Tabelle 3.13: Lineare Regression fur den Faktor VIII und den Faktor IX bzgl. der

EinflussgréRRen Alter, Geschlecht, BMI und Nikotinabusus. Es bestatigen sich die zuvor

berechneten Abhangigkeiten mit entsprechenden Signifikanzen.
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3.4 Vergleich der Gerinnungsfaktoraktivitaten zwischen

Probanden und Patienten

3.4.1 Vergleich der Faktor VIII Aktivitaten zwischen Normal- und

Patientenkollektiv

Die Uberpriifung der gemessenen Faktor VIII Aktivititen des Patientenkollektivs auf
Normalverteilung, die mit dem Kolmogorov — Smirnov und dem Shapiro - Wilk Test
durchgefiihrt wurde, ergabt, dass keine normalverteilten Werte vorlagen. Daher wurde zur
Definition des oberen Cut — Off Wertes filir erhdhte Werte die 90 % Perzentile des
Normalkollektives verwendet, die bei einer Aktivitdt von 158% lag.

Bei einem im Rahmen einer anderen Promotionsarbeit  durchgefiihrten
Vergleichsuntersuchung, der von uns gemessenen Faktor VIII - Aktivititen mit den Faktor
VIII — Aktivitdten, die aus den selben Plasmaproben innerhalb einer Woche nach der
Blutentnahme innerhalb des Routinegerinnungslabors bestimmt worden waren, zeigten
sich deutliche Diskrepanzen. Bei den kurz nach dem Einfrieren gemessenen Proben der
Patienten konnten deutlich héhere Faktor VIII - Aktivititen gemessen werden als bei den
Bestimmungen, die nach einer Aufbewahrungszeit derselben Probe bei -70°C von
mehreren Monaten durchgefiihrt worden waren.

Dies wurde von uns auf die langere Lagerungszeit ( bei —70°C) zuriickgefiihrt. Bishr war in
der Literatur nicht beschrieben worden, dass die Faktor VIII — Aktivitdt in tiefgefrorenen
Proben in Abhidngigkeit von der Lagerdauer der Proben absinken kann, so dass diese
Problematik zu Begin der Durchfiihrung der Doktorarbeit nicht absehbar war.

Da hier die Gefahr eines systematischen Fehlers, bei unterschiedlich langen Lagerzeiten
der beiden Probenkollektive drohte, konnten wir keinen Vergleich der beiden Kollektive

bzgl. erhohter Faktor VIII Aktivitdten durchfiihren.
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3.4.2 Vergleich der Faktor IX Aktivitaten zwischen Normal- und
Patientenkollektiv

Bevor der Vergleich der beiden Kollektive durchgefiihrt wurde, erfolgte die Priifung auf
Normalverteilung der gemessenen Faktor IX Aktivititen. Diese ergab mit dem
Kolmogorov — Smirnov Test und dem Shapiro — Wilks Test in beiden Kollektiven einen p
— Wert < 0,001. Dies bedeutet, dass keine Normalverteilung bzgl. des Faktor IX vorlag.
Der Cut — Off Wert fiir erhohte Werte wurde daher anhand der 90% Perzentile des
Normalkollektives festgelegt. Er lag bei 151% Aktivitit.

Innerhalb des Patientenkollektivs wurde fiir den Vergleich der Faktor IX Aktivitdten eine
Untergruppe gebildet. Aus ihr wurden alle Patienten, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme
eine orale Antikoagulation durchfiihrten, ausgeschlossen, da der Vitamin K Antagonismus
der oralen Antikoagulantien zu niedrigeren Faktor IX Aktivitidten bei diesen Personen
fiihrt, und es ansonsten zu einem systematischen Fehler gekommen wére. In der Subgruppe
der Patienten ohne orale Antikoagulantien befanden sich 250 Personen, 112 waren auf
Grund der Einnahme von Vitamin K Antagonisten ausgeschlossen worden.

Der Vergleich der Kollektive anhand des Cut Off Wertes von 151% fiir erhohte Aktivititen
zeigte signifikante Unterschiede mit hoheren Aktivitidten auf der Seite der Patienten mit
einer vendsen Thrombose. Auch bei einem Mittelwertvergleich der Absolutwerte konnte

dies gezeigt werden. (siche Tabelle 3.14)

Erhohte Aktivitdten | Normale Aktivitaten Mittelwerte Signifikanzen:

(=151%) [n/%]| (<151%) [n/%] | [Aktivitatin %] [Mann - Whitney - U
Normalkollektiv 47 (444)/10,6 397 (444) /89,4 119

Patientenkollektiv | 92 (250) /36,8 158 (250) / 63,2 137 < 0,001

Tabelle 3.14: Vergleich der F IX Aktivitaten zwischen den Kollektiven, als Mittelwertvergleich zweier

nicht normalverteilter Stichproben (Mann - Whitney - U), und als Chi? - Vier - Felder Test flir

erhohte / normale Werte.
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3.4.3 Berechnung einer unkorrigierten Odds Ratio und des 95%
Konfidenzintervalles fir das Risiko einer ventésen Thrombose bei
erhdhten Aktivitaten des Faktor IX

Wir konnten folgende Odds Ratio mit den zugehdrigen Konfidenz Intervall, zur Risiko
Abschitzung beziiglich dem Erlangen einer vendsen Thrombosen bei erhdhten Aktivititen
des Faktor IX berechnen: Odds Ratio 4,9 (95% KI 3,3 —7,3).

Wobei wir hierfiir alle Probanden ohne Pilleneinnahme und diejenige Patienten
beriicksichtigten welche zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine orale Antijoagulation
einnahmen.

Als Parameter wurde die Gruppenzugehorigkeit (Proband = keine Thrombose bzw. Patient

= Thrombose) und eine erhohte Aktivitit des Faktor — [X (> 151%).
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3.4.4 Berechnung einer korrigierten Odds Ratio und des 95%
Konfidenzintervalles fir das Risiko einer ventésen Thrombose bei
erhdhten Aktivitaten des Faktor IX

Um eine Risikoabschitzung fiir das Erlangen einer vendsen Thrombose bei erhdhten
Aktivititen des Gerinnungsfaktors IX durchfiihren zu kénnen, berechneten wir die Odds
Ratio. Diese gibt an, um welchen Faktor das Risiko innerhalb einer Gruppe hoher ist, das
es zu einer vendsen Thrombose kommt. Um den Einfluss des Faktor IX moglichst isoliert
zu beschreiben, fiihrten wir eine korrigierte Berechnung bzgl. des Alters, des BMI, des
Geschlechtes und des Nikotinabususes durch. Die Berechnung erfolgte mit einer bindr
logistischen Regression, da die abhingige Variable bindr verteilt ist (Thrombose ja/nein).
Mit Hilfe dieser Regressionsanalyse konnte eine korrigierte Odds Ratio von 3,98 fiir
erhohte Faktor — IX Aktivitidten mit einem 95 Prozent Konfidenzintervall von 2,5 bis 6,3
berechnet werden (sieche Tabelle 3.15). Es zeigte sich eine hochsignifikante, positive
Assoziation erhohter Faktor IX — Aktivitdten mit dem Auftreten vendser Thrombosen, die
unabhingig von BMI, Alter und Geschlecht war.

Es konnte hieraus geschlossen werden, dass Personen mit einer erhéhten Faktor IX

Aktivitdt ein 4fach erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer vendsen Thrombose

aufweisen.

Regressions- Standard [Signifi- |Odds [95,0% Konfidenzintervall

koeffizient B -fehler |kanz |Ratio [fur Odds Ratio’s

Unterer Wert |Oberer Wert

Alter -0,0013| 0,0075| 0,864/0,999 0,984 1,014
Geschlecht -1,7967| 0,1934| 0,000/0,166 0,114 0,242
BMI 0,0270| 0,0217| 0,214(1,027 0,985 1,072
erhohte Faktor IX
Aktivitat 1,3829| 0,2347| 0,000(3,987 2,517 6,315
Konstante -0,1910, 0,6152| 0,756|0,826

Tabelle 3.15: Ergebnisse der binar logistischen Regression bzgl. einer stattgehabten
Thrombose als abhangige Variable. Die Odds Ratio fur das Risiko einer vendsen Thrombose

bei erhohten Faktor IX — Aktivitaten lasst sich mit 3,98 berechnen.
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4 Diskussion
4.1 Praanalytik

4.2 Evaluation der Inter- und Intraassay Testungen

Nachdem die Entscheidung zur Verwendung eines Ein — Phasen — Gerinnungstestes
gefallen war, musste dieser fiir unsere Fragestellung — der Messung erhohter
Faktorenaktivitidten - evaluiert werden. Die erhiltlichen und in der Laborroutine {iblichen
Tests wurden in der Vergangenheit fiir die Bestimmung erniedrigter Faktorenwerte im
Rahmen der Hamophilie - Diagnostik entwickelt. Auch in der aktuellen Ausgabe des DIN
Taschenbuches fiir die Hdmostaseologie wird beim Faktor IX Test auf die besondere
Bedeutung des Testes bei der Unterscheidung der Himophilien A und B hingewiesen (70).
Da wir bei unserer Fragestellung vor allem erhohte Werte erwarteten und diese zuverldssig
und reproduzierbar bestimmt werden sollten, fithrten wir eine entsprechende Evaluation
der notwendigen Prdanalytik durch. Die zur Testung verwendeten Plasmen hatten
erwartete Aktivitdten zwischen 100 und 300%. Es wurden neben der Standard Verdiinnung
von 1:5 hohere Verdiinnungen getestet, um herauszufinden, ob héhere Verdiinnungen eine
groBBere Genauigkeit durch geringere Extrapolation der Eichgeraden fiir erhohte Werte
erreichen konnten.

Es zeigte sich, dass innerhalb des verwendeten Aktivitdtsspektrums die beste
Reproduzierbarkeit der Werte mit einer Verdiinnung von 1:5 (Standard) gefolgt von der
1:10 Variante erhalten werden konnte. Dies galt sowohl fiir die Intra-, als auch fiir die Inter
- assay Messungen.

Dies spricht dafiir, dass die bei der Kalibration anhand des Normalplasmas bei einer
Verdiinnung von 1:5 erstellten Eichgerade eine sehr hohe Qualitét erreicht, und somit die
Extrapolation bis in hohe Aktivitéitsbereiche ermdglicht und zuldsst. Durch eine stdrkere
Verdiinnung kann diese Genauigkeit nicht weiter verbessert werden, im Gegenteil, es
kommt zu stirkeren Schwankungen und Ungenauigkeiten. Ob es sich hierbei um
Ungenauigkeiten bei den Pipettiervorgiangen des Gerinnungsautomaten handelte, die sich
sowohl auf die Giite der Eichgeraden als auch auf die Einzelmessungen auswirkten, oder
die hohen Verdiinnungen zu ungeniigenden Faktorenkonzentrationen fiihrten, ldsst sich
anhand unserer Untersuchungen nicht beurteilen.

Diesbeziiglich ist anzumerken, dass im Durchfiihrungsteil des DIN Handbuches empfohlen

wird, Konzentratproben mit einer Aktivitiat > 100% mit einem Puffer soweit zu verdiinnen,
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dass eine Aktivitdit um 100% zu erwarten ist. Dies ist nach unseren Messungen aus den

oben genannten Griinden nicht zu empfehlen (73).

4.2.1 Messung von mit Heparinen versetzten Plasmen

Diese Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um eine Beeinflussung der Messungen der
Einzelfaktoren durch Heparin im Patientenplasma zu analysieren, da Patienten mit vendsen
Thrombosen hdufig mit Heparinen insbesondere in der Akutphase der venosen Thrombose
behandelt werden.

Da unfraktionierte Heparine und zu einem geringeren Ausmass auch niedermolekulare
Heparine die PTT verldngern konnen und die Faktor VIII und Faktor IX Messung mit PTT
Reagenz durchgefiihrt werden, koénnt es durch Heparine zu einer falsch zu niedrigen
Messung der Einzelfaktoraktivititen kommen. Im DIN Handbuch fiir Himostaseologie
wird darauf verwiesen, dass:“ ein Einfluss von Heparin oder Heparinoiden auf die
Bestimmung auszuschlieBen ist (73). Dariiber hinaus ist in der Literatur beschrieben, dass
das heparinabbauende Enzym Heparinase dem Patientenplasma zugesetzt werden kann, so
dass der Heparineffekt auf die PTT anschliessend nicht mehr nachweisbar ist (72;73).

Es liegt jedoch keine Arbeit vor, welche die Effektivitit des Zusatzes von Heparinase bei
Einzelfaktormessungen beschreibt. Aus diesem Grund fiihrten wir eine entsprechende
Evaluation des moglicherweise die Messung der Einzelfaktoren storenden Heparineffektes
durch. Bei allen getesteten Heparinen zeigte sich mit zunehmender Heparinkonzentration
ein Absinken der gemessenen Faktor VIII — Aktivitét in vitro. Bereits durch eine Erhéhung
der Ausgangsverdiinnung liess sich der Heparineffekt auf die Faktorenmessungen
abschwéchen, es konnte jedoch keine Normalisierung der Faktorenwerte erreicht werden,
so dass dieses Verfahren nicht ausreicht, um kontaminierte Proben exakt auf ihre
Faktorenkonzentration testen zu konnen.

Durch die Verwendung der Heparinase liess sich die Ausgangsaktivitit bei
unfraktioniertem Heparin unabhingig von der Heparin - Konzentration wiederherstellen.
Bei den niedermolekularen Heparinen liess sich bis auf eine geringe Erniedrigung der
Aktivitat ebenfalls die Ausgangsaktivitit fast wieder erreichen. Dies deckt sich mit den fiir
die PTT in den oben genannten Studien gemessenen Ergebnissen.

Aufgrund dieser Ergebnisse entschlossen wir uns, keine Patientenplasmen von
heparinbehandelten Patienten in die Studie einzuschlieBen, da eine zu grosse Verfalschung

der Messergebnisse durch die Heparinkontamination zu erwarten war. Allerdings kann an
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Hand unserer Messergebnisse belegt werden, dass in Einzelfillen im
Routinegerinnungslabor durch Zusatz von Heparinase relativ genaue Faktor VIII —

Aktivititen trotz Heparinkontamination gemessen werden konnen.
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4.3 Demographische und anamnestische Daten

4.3.1 Demographische Daten der Kollektive

Um ein Normalkollektiv aufzubauen und dessen Daten sowie Plasmaproben zu erhalten,
gibt es mehrere Moglichkeiten. Im Glasgow MONICA Survey III wurden Patienten aus
allgemeinen Praxisregistern angeschrieben und im Rahmen eines angebotenen Gesundheits
Checks eingeschlossen (74). Die Leidener Arbeitsgruppe entschied sich, in ihrer Leiden
Thrombophilia Study (LETS) fiir sogenannte ,matched pairs“, das bedeutet, jeder
eingeschlossne Patient mit einer Thrombose sollte in seinem Umfeld einen bzgl. Alter,
Geschlecht und BMI dhnlichen Probanden fiir das Normalkollektiv finden, welcher dann
fiir das Normalkollektiv erfasst wurde (60).

Wir entschieden uns, unser Normalkollektiv iiber den Blutspendedienst zu rekrutieren. Die
Methode, iiber ein zentrales Register Patienten aus Praxen zu rekrutieren, ist innerhalb des
deutschen Gesundheitssystems nicht anwendbar, da keine dem englischen National Health
System (NHS) vergleichbare ,.,einfach® zugénglichen zentralen Register vorhanden sind.
Beim Vergleich unseres Normalkollektives mit dem Patientenkollektiv kamen jedoch
Unterschiede zum Vorschein, die sich durch das konsekutive Einschliessen der Personen
nicht vermeiden lieen.

Es zeigte sich, dass im Kollektiv der Blutspender ein deutliches Uberwiegen von Minnern
gegeniiber Frauen bestand. Dies ldsst sich vor allem durch die Zulassungskriterien des
Blutspendedienstes zur Blutspende wie z.B. eines Hidmoglobinwertes von mindestens
12,5g/dl, weniger durch eine generell hohere Blutspendebereitschaft von Ménnern
erkléren.

Die Geschlechtsverteilung zeigte daher beim Vergleich des Normalkollektives mit dem
Patientenkollektiv einen signifikanten Unterschied (p < 0,001), in geringerem Ausmal
zeigte dies auch die Verteilung des Alters (p = 0,028) und die des BMI (p = 0,046). Diese
Unterschiede zwischen den Kollektiven sind zur Vermeidung eines systematischen Fehlers
zu beriicksichtigende Storgrofen, deren Einfluss und Relevanz in dem jeweiligen Kapitel
diskutiert wird. Daher fithrten wir bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse eine
Berechnung von korrigierten Odds Ratios mit Hilfe der multiplen logistischen

Regressionsanalyse durch.
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4.3.2 Anamnestische und klinische Daten der Kollektive

Eine positive Familienanamnese in Bezug auf Thrombosen lie sich signifikant hiufiger
bei den Patienten mit vendsen Thrombosen (30,7% der Félle) als bei den Personen des
Normalkollektives (11,4% der Félle) nachweisen. Unter einer positiven Familienanamnese
wird die thromboembolische Erkrankung mindestens eines Blutsverwandten ersten Grades
verstanden. Die Haiufigkeit der vor allem von den Normalpersonen angegebenen
betroffenen Familienangehorigen erscheint im Vergleich zu den Daten von White et al. in
unserem Normalkollektiv sehr hoch (75), dieser beschreibt eine Inzidenz von 1:10.000
bzgl einer positiven Anamnese. Diese Inzidenz berechnete er iiber die gesamt Population
der USA anhand der dortigen Statistiken, so dass sich eine deutlicher Unterschied bzgl. der
beobachteten Kollektive zeigt.

Die in unserem Patientenkollektive beobachteten Zahlen bzgl. bekannter Thrombophilien
decken sich gut mit den in der Literatur bisher angegebenen . So wurden fiir die
heterozygote Faktor V Leiden Mutation in Thrombosekollektiven Inzidenzen von 20-40%
angegeben (19), wir beobachteten 29%. Fiir die heterozygote Prothrombinmutation werden
7-16% beschrieben (21), hier konnten wir in unserem Kollektiv 5,6% nachweisen,
Antithrombin Méngel wurden in 1-4 % beschrieben, in unserem Patientenkollektiv zeigten
diesen Mangel 4,4%. Der Protein C- bzw. Protein S - Mangel wird mit Inzidenzen
zwischen 1,3 und 3,1 % angegeben (76). Dies deckt sich gut mit der von uns in unserem
Kollektiv gesehenen Inzidenz von Protein C Mingeln (2,8%), beim Protein S Mangel
fanden sich in unserem Patientenkollektiv deutlich mehr Patienten (8,4%). Dies konnte
seine Ursache darin haben, dass sich von uns untersuchte Patientenkollektiv aus einer
spezial Ambulanz der Universitatsklinik rekrutierte, in der eine solche Haufung eher zu

erwarten ist als dies in einem allgemeinen Kollektiv der Fall wére.
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4.4 Auswertung der Einzelfaktormessungen

4.4.1 Das Normalkollektiv

4.4.1.1 Faktor VIII Aktivitaten

Bezogen auf die Faktor VIII — Aktivititen, die im Normalkollektiv gemessen wurden,
sollte  festgestellt werden, welche &dufleren Einfliisse bei Messungen der
Gerinnungsfaktoraktivititen von Relevanz sind.

Zunichst wollten wir die Frage der Beeinflussung kliren, da dies Auswirkungen auf die
Definition unserer Normwerte haben konnte.

Anhand des standardisierten Fragebogens (siche Anhang 7.2, S. 94), welchen wir nach den
Erkenntnissen bereits durchgefiihrter und veroffentlichter Studien (54;74) sowie nach den
eigenen Erfahrungen gestalteten, erfragten wir mogliche Einflussgroen wie BMI,
Einnahme oraler Kontrazeptiva, Nikotinkonsum etc.

Ein altersabhéngiges Ansteigen der Faktor VIII — Aktivitdten lieB sich nicht nur in unserer
Studie, sondern auch in den Untersuchungen von Lowe et al. (74) und Balleisen et al. (54)
nachweisen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das zunehmende Lebensalter
von Patienten einen signifikanten Einfluss auf die Hohe der gemessenen Faktor VIII —
Aktivititen hat. Gleichzeitig weisen Patienten mit ansteigendem Lebensalter ein
exponentiell ansteigendes vendses Thromboserisiko auf, das im Alter > 75 Jahren 1 : 100
pro Jahr betridgt, wogegen ein junger Mensch nur ein Risiko von etwa 1 : 10.000 pro Jahr
hat, eine vendse Thrombose zu erleiden (77;78). Moglicherweise sind die mit
zunehmendem Lebensalter ansteigenden Faktor VIII — Werte ein Marker fiir dieses
zunehmende vendse Thromboserisiko. Obwohl mit steigendem Lebensalter auch der Body
Mass Index ansteigt, konnte durch die durchgefiihrte Regressionsanalyse belegt werden,
dass der durch das Lebensalter bedingte Faktor VIII Anstieg unabhingig vom BMI ist.
Oger et al. konnten in einer Arbeit, die gezielt das Thromboserisiko und die Faktor VIII
Aktivititen bei Personen oberhalb des 70. Lebensjahres untersuchte eine Ubereinstimmung
des Risikos fiir erhohte Werte mit dem jiingerer Personen finden (79). Interessant ist die
Beobachtung, dass in der Dekade von 20 — 30 Jahren ein zunédchst hoherer Median
beobachtet werden konnte, der niedrigste Median der Faktor VIII - Werte in der Dekade
von 30 — 40 Jahren gesehen wurde und sich schlieBlich ein kontinuierlicher Anstieg der

Mediane im Alter liber 40 Jahren zeigte.
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Geschlechtsspezifische Unterschiede bzgl. der gemessenen Faktor VIII — Aktivitdten
konnten in unserer Studie nicht beobachtet werden. Auch in der Literatur hatten sich
hierfiir keine Hinweise ergeben (54;74), so dass die Faktor VIII — Aktivitét als unabhéngig
vom Geschlecht angesehen werden kann.

Die Einnahme oraler Kontrazeptiva beeinflusste die Hohe der Faktor VIII Aktivitdt nicht
signifikant, allerdings zeigte sich ein Trend zu hoheren Faktor VIII - Aktivititen bei den
Frauen, die orale Kontrazeptiva einnahmen. Da diese Subgruppe eine relativ geringe
Fallzahl aufwies, konnte dies eine Ursache fiir die fehlende Signifikanz sein. In der
Literatur nehmen lediglich Balleisen et al. (54) explicit Stellung zu einer Beeinflussung der
Faktor VIII Aktivitdt durch orale Kontrazeptiva. Er konnte in seiner Arbeit, in der er die
Faktor VIII - Aktivititen von 1306 Frauen (74% ohne orale Kontrazeptiva und 26% mit
Einnahme oraler Konrazeptiva) untersuchte keine Korrelation der Faktor VIII Werte mit
der Verwendung oraler Kontrazeptiva darstellen. In 2 weiteren Arbeiten (Abdollahi et al.
(80) und Bloemenkamp et al. (81)), in denen das Kollektiv der ,,Leidener Thrombophilia
Study (LETS)* (19) verwendet wurde, konnte jeweils der additive Effekt von adipdsen
Personen und der Verwendung oraler Kontrazeptiva auf die Erhohung der Faktor VIII -
Aktivititen evaluiert werden, es wurde jedoch nicht zu einer direkten Einflussnahme durch
orale Kontrazeptiva Stellung genommen. Betrachtet man die Daten der Frauen mit und
ohne orale Kontrazeptiva (OK) im  Kontrollkollektiv der LETS, so kann keine
Beeinflussung des Faktor VIII gesehen werden. (Frauen ohne OK: normale Faktor VIII —
Aktivitidten n = 89, erhohte n = 15; mit OK: normale Faktor VIII — Aktivititen n = 51,
erhohte n = 14). Nicht eindeutig ist in dieser Studie die Definition der Einnahme oraler
Kontrazeptiva, da diese bei Einschluss in das Kollektiv der Studie und nicht zum Zeitpunkt
der Blutentnahme erfolgte.

Es zeigt sich im Weiteren eine signifikante Abhéngigkeit der Faktor VIII — Aktivititen
vom Body Mass Index (BMI), wobei die Subkollektive der Probanden mit hoherem BMI
signifikant hohere Faktor VIII - Aktivitdten aufwiesen. Auch die lineare Regression konnte
die Abhingigkeit (hohere Faktor VIII Aktivitét bei groBerem BMI) unter Berticksichtigung
anderer moglicher Einflussgrossen wie Alter, Geschlecht oder dem Nikotinkonsum
belegen.

Dies steht im Widerspruch zu der Publikation von Balleisen (54), in der keine
Abhingigkeit des Faktor VIII vom Korpergewicht gefunden werden konnte. Abdollahi et
al. (80) untersuchten vor dem Hintergrund der Frage eines erhohten Risikos fiir venose
Thrombosen bei adipdsen Individuen die Abhingigkeit des Faktors VIII vom BMI. Er

beschreibt eine positive Anhédngigkeit mit einem Regressionskoeffizienten von 1,7. Dies
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bedeutet, dass ein Anstieg der Faktor VIII Aktivitit um 1,7% bei einem Anstieg des BMI
um 1. Dieser wird korrigiert fiir Alter und Geschlecht angegeben. Seine Auswertungen
bestitigen somit unsere Auswertung. Als Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der
Untersuchungen von Balleisen auf der einen Seite und denen von Abdollahi und uns auf
der anderen Seite, fallen im Studiendesign keine wesentlichen Unterschiede auf. So ist als
Mass fiir die Adipositas von Balleisen der Brocaindex (in Prozent des Standardgewichtes
als Korpergrosse in cm —100 definiert) gewdhlt worden, von uns und Abdollahi der BMI.
Die Mittelwerte beider Indices geben fiir die untersuchten Populationen ein vergleichbares
Niveau an. Alle Gruppen fiihrten eine Regressionsanalyse durch, wobei in der Publikation
von Balleisen nicht angegeben wird, welche Parameter in diese eingeschlossen wurden.
Abdollahi fiihrte seine Berechnungen in einem Kollektiv durch, dass sowohl Patienten mit
vendsen Thrombosen als auch Kontrollen einschloss. Dies ist ein wichtiger Unterschied zu
den von uns bzw. Balleisen verwendeten Kollektiven. Aufgrund den in der Publikationen
erwahnten Methoden lassen sich die differenten Ergebnisse nicht abschliessend begriinden.
Die Auswertung bzgl. des Nikotinkonsums und der Faktor VIII - Aktivititen konnte
signifikant niedrigere Werte bei Rauchern zeigen, dies war sowohl in der
Regressionsanalyse als auch beim Mittelwertvergleich auffallig. In der Literatur gibt es 2
Arbeiten, welche ebenfalls eine negative Korrelation zwischen den Aktivitidten des Faktor
VIII und dem Nikotinkonsum angeben. Sowohl in der Arbeit von Balleisen et al. (54) als
auch bei Conlan et al. (82) waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant, so dass dies
von uns zum ersten mal berechnet werden konnte.

Der Anstieg der Faktor VIII — Aktivitdt mit dem Alter wurde quantitativ bisher lediglich
von Balleisen (54) Dbeschrieben, er konnte einen Anstieg mit einem
Regressionskoeffizienten von 0,236 fiir Manner und 0,278 fiir Frauen beschreiben. In
unseren Daten findet sich ein solcher Anstieg mit einem Koeffizienten iiber beide
Geschlechter von 0,286, so dass unsere Ergebnisse durch die Publikation von Balleisen
bestétigt werden konnten.

Anhand dieser Ergebnisse ist zu diskutieren, ob man fiir verschiedene Altersbereiche
unterschiedliche Normbereiche definieren sollte. Betrachtet man den Verlauf der 90%
Perzentilen der jeweiligen Dekaden, so ist folgender Verlauf zu beschreiben: 2.
Dekade:152%; 3. Dekade: 138%; 4. Dekade: 154%; 5. Dekade: 163%; 6. Dekade: 170%.
Wiirde man diese als Obergrenze der jeweiligen Normwerte in der jeweiligen Dekade
verwenden, so wiirde man dem physiologischen Anstieg der Faktor VIII — Aktivitdten mit
steigendem Lebensalter eher gerecht.

In den bisherigen Publikationen wurde dies nicht beriicksichtigt.
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4.4 1.2 Faktor IX Aktivitaten

Die Untersuchungen der Aktivititen des Faktor IX fiithrten wir analog zu denen des Faktor
VIII durch.

Bei den Berechnungen innerhalb des Normalkollektives konnten wir beim Vergleich der
Frauen mit und ohne orale Kontrazeptiva signifikant hohere Faktor IX - Aktivititen bei
den Frauen finden, die orale Kontrazeptiva eingenommen hatten. Die bisherigen
Publikationen zu diesem Thema (66;83;84) konnten ebenfalls hohere Werte unter der
Einnahme von oralen Kontrazeptiva feststellen. Kluft und Lansing bezogen sich hierbei
isoliert auf Pillenpriparate der dritten Generation, wihrend wir diesen Effekt ohne eine
Differenzierung in verschiedene Priparategenerationen zeigen konnten, da in unserer
Untersuchung die Subgruppe der Frauen unter oralen Kontrazeptiva zu klein war (n = 51),
um hier eine solche Differenzierung durchfiihren zu kénnen. Der berechnete Effekt war so
relevant, dass wir die Frauen mit oralen Kontrazeptiva aus allen nachfolgenden
Berechnungen beziiglich Normwertdefinition, geschlechtspezifischen Vergleichen sowie
der Berechnung des relativen Risikos ausschlossen. Dies sollte grundsitzlich beachtet
werden, wenn es darum geht, Cut — off Werte in Normalkollektiven bzgl. der Faktor IX —
Aktivitaten festzulegen. In den bisherigen Publikationen fand diese relevante Einflussgrof3e
bei Normwertdefinitionen keine Beriicksichtigung.

Wir konnten keinen Unterschied der Faktor IX - Aktivitdt zwischen den Geschlechtern
nachweisen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Hylckama et al. , die dies in ihrem
Normalkollektiv beziiglich Faktor IX Antigen Leveln ebenfalls nicht nachweisen konnten
(66). In dieser Arbeit wurden jedoch Frauen mit oralen Kontrazeptiva von den
Berechnungen nicht ausgeschlossen, obwohl ein Effekt wie von uns auch beschrieben
worden war.

Wir konnten einen signifikanten Anstieg der Faktor IX Aktivititen mit zunehmendem
Lebensalter zeigen, wobei dieser Anstieg erst ab dem 40. Lebensjahr deutlich wurde.
Dieser Anstieg war unabhingig von anderen Einflussgrof3en, und setzte friiher ein als in
der Publikation von Hylckama beschriebenen Population, die einen relevanten Faktor IX
Anstieg erst ab einem Alter von 55 Jahren aufwies (66). Dies konnte dadurch begriindet
sein, dass in dieser Publikation Probandinnen, die orale Kontrazeptiva nutzten, von den
Berechnungen nicht ausgeschlossen worden waren, so dass moglicherweise die Aktivitéten
des Faktor IX bei den jlingeren Probandinnen in dieser Studie als ,,falsch zu hoch

eingeschatzt wurden.
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Ein signifikanter Einfluss eines hoheren BMI auf die Aktivititen des Faktor IX zeigte sich
innerhalb des gesamten Normalkollektives, wobei der Anstieg auf hohere Werte in
hoherem Alter geringer ausgeprigt war als in jiingeren Jahren (< 40. Lebensjahr). Eine
Abhidngigkeiten der Faktor IX Antigen Level vom BMI wurde auch von Lowe
beschrieben, auch hier konnten hohere Werte bei Probanden mit hoherem BMI gefunden
werden (74).

Eine Abhéangigkeit der Faktor IX Aktivititen vom Nikotinkonsum konnte in unserem
Kollektiv nicht gefunden werden, wihrend von Lowe et al. bei ménnlichen Rauchern
signifikant hohere Werte nachgewiesen werden konnte (74).

In unseren Untersuchungen wurden erstmals Faktor IX - Aktivititen statt der in den
bisherigen Publikationen (66;74;85;86) verwendeten Faktor IX - Antigen Level gemessen.
Dies bedeutet, dass anstatt der in einem Plasma vorhandenen und unter Umstdnden nicht
funktionstiichtigen Proteine, die tatsidchlich vorhandene Aktivitit des Faktor IX zur
Bildung eines Gerinnsels gemessen wurde.

Auch wurden bei den Berechnungen der EinflussgroBen erstmals Frauen die orale
Kontrazeptiva eingenommen hatten, von den weiteren Berechnungen ausgeschlossen. Dies
ist vor allem fiir die Definition von Normbereichen von Wichtigkeit, zumal Patientinnen
mit vendsen Thrombosen orale Kontrazeptiva aufgrund des durch orale Kontrazeptiva

erhohten vendsen Thromboserisikos im Normalfall nicht einnehmen.
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4.4.2 Vergleich des Normalkollektivs mit dem Patientenkollektiv

Nach den Auswertungen des Normalkollektives und der Einstufung der potentiellen
EinflussgroBen auf die Aktivitdit der Faktoren VIII und IX konnte mit den im
Normalkollektiv berechneten Cut — off Werten die Berechnung des relativen Risikos fiir
das Erlangen einer vendsen Thrombose bei erhhten Werten durchgefiihrt werden.

Fiir den Faktor VIII fithrten wir diesen Vergleich bzw. die Berechnung des relativen
Risikos wegen dem von uns beobachteten Riickgang der Faktor VIII - Aktivititen wiahrend
der Lagerungszeit nicht durch. Diese Instabilitit ist zuvor noch nicht in der Literatur
beschrieben worden. Es wurde auch in keiner der Publikationen eine Lagerungszeit bis zur
Durchfithrung der Messungen angegeben. Ob dies ein Problem ist, das sich lediglich bei
Aktivititsmessungen von Gerinnungsfaktoren auswirkt oder auch bei antigenen
Nachweismethoden mittels ELISA auftritt, muss weiter erforscht werden.

Bei der Auswertung der Faktor IX — Aktivitdten konnte diese Problematik nicht beobachtet
werden, so dass hier ein Vergleich der Kollektive untereinander bzw. die Berechnung des
relativen Risikos fiir das Entstehen einer vendsen Thrombose durchgefiihrt werden konnte.

Personen mit Faktor IX — Aktivititen oberhalb von 151% wiesen nach unseren
Berechnungen bei einer Odds Ratio von 3,98 (95% Konfidenz Intervall 2,57 — 6,31) ein
etwa 4 fach erhohtes Risiko fiir vendse Thombosen auf im Vergleich zu Personen mit
niedrigeren Faktor IX - Aktivitditen. Unsere Berechnung wurde fiir das Alter, das
Geschlecht und den BMI korrigiert durchgefiihrt. Wir fiihrten diese Korrektur durch, um
eine exakte Risikoabschétzung zu erlangen, obwohl wir keinen Effekt des Geschlechtes auf
die Faktor IX — Aktivitdt zuvor hatten berechnen kdnnen. Die nicht korrigierte Odds Ratio
war mit 4,9 (95% Konfidenz Intervall 2,3 — 7,3) lediglich um 1 different von der
korrigierten. Dies bedeutet, dass das erhohte Risiko fiir die Entstehung einer vendsen
Thrombose von den Faktoren Alter, Geschlecht und BMI bei erhohten Faktor IX —
Aktivitaten nur gering beeinflusst ist und erhohte Faktor IX — Aktivitditen demnach einen
unabhingigen Risikofaktor fiir das entstehen einer vendsen Thrombose darstellen.

Der Faktor IX ist anders als z.B. der Faktor VIII nicht als akutes Phase Protein bekannt
(66;87), so dass unabhédngig von dem Abstand von 3 Monaten zwischen Thrombose und
Blutentnahme nicht von einer Beeinflussung der erhohten Aktivititen durch das Ereignis
der Thrombose auszugehen ist.

Die in der Literatur angegebenen relativen Risiken fiir die Entstehung einer venodsen
Thrombose bei erhohten Aktivititen des Faktor IX bestitigen die von uns gefundenen

Daten weitgehend.
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Lowe et al. (88) berechneten eine Odds Ratio (OR) von 2,34 in einem Kollektiv aus 66
Frauen mit vendser Thrombose und 163 Kontrollpersonen. Das Alter lag zwischen 45 und
64 Jahren, bei ansonsten nahezu identischen Kriterien fiir Einschluss und die
Regressionsanalyse. Die niedrigere OR ist am ehesten auf die im Vergleich zu unserer
Population sehr selektierte Studienpopulation zuriickzufiihren.

Die Studie von Hylckama et al. (66) wurde mit Personen aus der ,,Leiden Thrombophilia
Study* (19) durchgefiihrt. Hier konnte eine fiir Alter, Geschlecht und die Einnahme oraler
Kontrazeptiva korrigierte Odds Ratio von 2,8 berechnet werden, wenn die 90% Perzentile
des Normalkollektives als Cut Off verwendet wurde. Diese lag im Kollektiv von Hylckama
bei 129U/dl. Wurde der Cut Off auf 150 U/dl angehoben (wobei dieser noch oberhalb der
95% Perzentile des in dieser Arbeit verwendeten Normalkollektives von 142 U/dl liegt) ,
so wurde eine OR von 3,2 berechnet, welche der von uns berechneten sehr nahe kommt.
Unterschiede zu unserer Arbeit bestanden in mehreren Punkten. So wurde hier ein
quantitativer Nachweis von Proteinstrukturen des Faktor IX mit einem ELISA Verfahren
durchgefiihrt und keine Aktivititsbestimmung entsprechend einem qualitativen Verfahren
wie in unserer Arbeit. Der Grund fiir die Entscheidung zu diesem Testverfahren von
Hylkama et al. konnte in der sehr langen Lagerungszeit ihrer Proben liegen. Die Phase des
Einschlusses erstreckte sich von 1988 bis 1992, es wird kein exakter Zeitpunkt angegeben
zu dem analysiert wurde, da es aber eine nachgeschaltete Untersuchung war, die Patienten
und Probanden alle innerhalb von 6 Wochen gemessen wurden, ist von einer minimalen
Lagerungszeit von bis zu 5 Jahren auszugehen. Des weiteren wurden Patientinnen, die
orale Kontrazeptiva einnahmen, zwar bei der Korrektur der Odds Ratios beriicksichtigt,
jedoch nicht bei der Bestimmung der Normalwerte ausgeschlossen. Auch eine Korrektur
fir den BMI erfolgte nicht. Diese Differenzen konnten ausschlaggebend fiir
unterschiedliche Hohe der Ergebnisse bei der Berechnung der Odds Ratios und Cut Off” s
sein.

Mit den Ergebnissen unserer Arbeit liegt eine exakte und auf Aktivititsmessungen
basierende Cut Off Definition vor, sowie eine Risikoabschitzung fiir das Erlangen einer
Thrombose, die weitere Einflussgroflen beriicksichtigt und ebenfalls auf der Methode der

Aktivitdtsmessungen basiert.
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5 Zusammenfassung

Erhohte Faktorenaktivitidten der Gerinnungsfaktoren VIII und IX standen seit ldngerer Zeit
in dem Verdacht, unabhingige thrombophile Risikofaktoren darzustellen. Die Studienlage
hierzu ist bzgl. der Wahl der untersuchten Kollektive, der Messmethoden, sowie der
beriicksichtigten EinflussgroBen uneinheitlich. Daher wurde die vorliegende Studie
durchgefiihrt, um zum einen in einem Normalkollektiv die die Faktorenaktivitét
moglicherweise beeinflussenden Storgrossen wie Body Mass Index (BMI) oder ein
steigendes Lebensalter zu definieren, und um andererseits die Haufigkeit erhohter Faktor
VIII und IX Aktivititen bei Patienten mit vendsen Thrombosen unter Beriicksichtigung
dieser Storgrossen im Vergleich zum Normalkollektiv exakt zu analysieren.

Es wurden 500 Blutspender konsekutiv als Normalkollektiv eingeschlossen. Diesem wurde
ein Patientenkollektiv von 374 konsekutiven Patienten mit vendsen Thrombosen
gegeniibergestellt.

Beide Kollektive wurden an Hand eines einheitlichen, standardisierten Fragebogens
beziiglich ihrer Eigen- und Familienanamnese befragt. Dariiber hinaus erfolgte eine
Blutentnahme unter standardisierten Bedingungen.

Als Messmethode fiir die Faktorenaktivitit von Faktor VIII und IX wurde ein
Einstufengerinnungstest verwendet, hierbei wird die Aktivitdit eines einzelnen
Gerinnungsfaktors gemessen. Alle zu untersuchenden Plasmen wurden auf
Lupusantikoagulantien ~ getestet, um Probanden und Patienten mit positiven
Lupusantikoagulantien von den weiteren Berechnungen ausschlieBen zu konnen, da
Lupusantikoagulantien die Faktorenmessergebnisse verfdalschen konnen. Dies wurde in den
bisherigen Ver6ffentlichungen nicht beriicksichtigt.

Mit Hilfe des Normalkollektives wurde die 90% Perzentile als Cut Off fiir erhohte
Faktorenwerte definiert (FVIII = 158%; FIX = 151%)).

Bei Analyse des Faktors VIII konnten mit Hilfe einer linearen Regressionsanalyse
folgende Storgrossen als relevant fiir die Faktorenaktivitét innerhalb des Normalkollektives
beschrieben werden: Raucher wiesen signifikant niedrigere Faktor VIII — Aktivitdten als
Nichtraucher auf, wéhrend ein steigender BMI und ein steigendes Lebensalter zu
signifikant hoheren Faktor VIII -Aktivitdten fiihrten. Ein Einfluss des Geschlechtes, sowie
ein signifikanter Einfluss oraler Kontrazeptiva auf die Faktor VIII - Aktivititen konnte

nicht nachgewiesen werden.
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Die Aktivititen des Faktor IX zeigten im Normalkollektiv ebenfalls eine Abhiangigkeit von
steigendem Lebensalter, hoheren BMI Werten sowie im Gegensatz zur Faktor VIII —
Aktivitdt auch von der Einnahme oraler Kontrazeptiva, wobei alle diese Zustinde zu
signifikant hoheren Faktor IX Aktivitédten flihrten.

Ein Vergleich der Hohe der Faktor VIII — Aktivititen der Patienten mit vendsen
Thrombosen zum Normalkollektiv konnte leider nicht durchgefiihrt werden, da festgestellt
wurde, dass eine unterschiedlich lange Lagerzeit der tiefgefrorenen Plasmaproben der
Patienten zu einem Absinken von erhdhten Faktor VIII — Aktivititen fithren kann. Dies
wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben und war daher zu Beginn der Studie nicht
bekannt.

Im Gegensatz hierzu blieben die erhoht gemessenen Faktor IX — Aktivititen auch nach
einer ldngeren Lagerzeit stabil, so dass hier eine Risikoberechnung fiir erhohte Faktor IX —
Aktivititen in Bezug auf das Auftreten venoser Thrombosen mit einer korrigierten Odds —
Ratio erfolgen konnte.

Die fiir BMI, Alter und Geschlecht korrigierte Odds Ratio betrugt 3,98 mit einem 95%
Konfidenzintervall von 2,5 — 6,3. Es ist somit von einem ca. 4 fach erhéhten relativen
Risiko fiir vendse Thrombosen bei erhohten Faktor IX — Aktivitidten auszugehen, so dass

diese einen neuen thrombophilen Risikofaktor fiir vendse Thrombosen darstellen.
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5.1 Zusammenfassung in Englischer Sprache

Elevated activities of clotting factor VIII and IX are suspected to be relevant and
independent risk factors for venous thromboembolism. The literature on this topic is
differing in terms of study population, the measurement methods and the considered
confounders on clotting factor activity. This study was planned and carried out to define
the influence of suspected confounders like Body Mass index (BMI) and increasing age on
clotting factor activities. The second aim was to perform an exact analysis of the incidence
of elevated clotting factor VIII and IX activities in patients and controls by considering the
previously observed confounders.

The study population consisted of 500 consecutive blood donors as controls and 374
consecutive patients that had suffered from venous thromboembolism. The medical history
of both groups was taken by the same standardized questionnaire. The collection of blood
samples was also standardized and identical in both groups.

The activities of clotting factor VIII and IX were determined by an one stage clotting
assay. All plasma samples were tested for lupus anticoagulants to detect patients and
controls with positive testing and exclude them from further analysis because lupus
anticoagulants can falsify the clotting factor measurements.

The cut off values for elevated clotting factor activities were defined as the 90™ percentile
of control subjects (F VIII = 158%; F IX 151%).

We could describe the following confounders of clotting factor VIII activities as relevant
by linear regression analysis among control subjects: smoking caused significant lower
factor VIII activities, while higher BMI values and an increasing age lead to significant
higher factor VIII activities. We could not find a significant influence by gender or the use
of oral contraceptives on the activities of clotting factor VIII.

The activities of clotting factor IX among control subjects were also influenced by rising
age and BMI values and in contrast to factor VIII also by the use of oral contraceptives in
women. All the described confounders lead to higher activities of factor IX.

We could not perform the planned analysis between controls and patients concerning
activities of clotting factor — VIII because a lowering in the activities of clotting factor VIII
could be found the longer the samples were stored frozen. This is not described in the
existing literature, and thus was not known when starting the study.

In contrast to the factor VIII activities the activities of clotting factor IX remained constant

over time and the planned analysis could be performed. We performed a risk stratification
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concerning elevated factor IX — activities and the incidence of venous thromboembolism
by calculating corrected odds ratios.

We included BMI, age and sex in our correction. The corrected odds ratio is 3,98 and its
95% confidence interval ranges from 2.5 to 6.3. This predicts an approximately 4 times
higher risk for venous thromboembolism with elevated activitites of clotting factor IX.

Factor IX therefore is a new and independent risk factor for venous thromboembolism.
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7 Anhang

7.1 Aufklarungsbogen fur Probanden
Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main

Zentrum der Inneren Medizin - Medizinische Klinik I
Schwerpunkt Angiologie (Komm.Leiter: PD Dr. R. Bauersachs)

Studie zur Erstellung eines Normalkollektivs zur Validierung und Inzidenzberechnung von
Thrombophilieparametern im Vergleich zu einem konsekutiv erhaltenen Patientenkollektiv mit
thromboembolischen Komplikationen.

Probandeninformation und Einverstandniserklarung

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

vielen herzlichen Dank fiir Thre Bereitschaft an der Teilnahme unserer Studie. Ziel unserer
Studie ist die Erforschung von Gerinnnungsfaktoren, die zu Thrombosen und zu
Lungenembolien fithren kdnnen und die zum Teil vererbt werden. Man kennt bereits
mehrere dieser Faktoren aus Untersuchungen an Patienten, die derartige Komplikationen
erleiden mussten. Unklar ist derzeit noch die Haufigkeit und Verteilung in einer gesunden
Bevolkerungsgruppe, die keine derartigen Erkrankungen durchmachen mussten. Aus diesem
Grund wollen wir diese Gerinnungsfaktoren und auch genetische Faktoren zur
Thromboseneigung an gesunden Blutspendern wie [hnen untersuchen.

Praktisch bedeutet die Teilnahme an unserer Studie fiir Sie lediglich eine einmalige
zusitzliche Blutentnahmne von 20 ml Blut sowie ein gemeinsames Ausfiillen eines kurzen
Fragebogens. Fiir die Entnahme des Blutes verwenden wir eine diinne Kaniile, die fiir Sie
keine grofle Belastung darstellt. Selbstverstandlich steht es Thnen zu jedem Zeitpunkt frei,
die Studie ohne weitere Nachteile und ohne Auswirkungen auf die Blutspende abzubrechen.

Natiirlich werden Thre Daten unter Beachtung des Datenschutzes vertraulich behandelt.
Sollten Sie iiber die Ergebnisse der Laboruntersuchungen gerne personlich unterrichtet
werden, miissten Sie uns Ihre Anschrift mitteilen.

Ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der klinischen Priifungen erfolgten
Aufzeichnungen von Daten bei gesunden Probanden zur Uberpriifung an den Auftraggeber
an die zustindige Uberwachungsbehérde oder die zustindige Bundesbehdrde unter der
Beachtung des Datenschutzes weitergegeben werden.

LCh, e ,

WONNNATE 1N ..o ,

geboren am ........ccceeceeeiieniieneeeeee, erkldre mich damit einverstanden, an der
vorgenannten Studie teilzunehmen. Eine Kopie dieser Probandeninformation habe ich
erhalten.

Ort Datum Name Vorname Unterschrift Prifarzt
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7.2 Fragebogen fur Probanden

Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main

Zentrum der Inneren Medizin - Medizinische Klinik I
Schwerpunkt Angiologie (Komm.Leiter: PD Dr. R. Bauersachs)

Fragebogen Thrombophilie Datum:

Geschlecht: mannlich [  weiblich [
Gewicht: ............ kg GroBe: ... cm
AusschluRkriterien fir die Studie

ja nein
Venose Thrombose O O
Lungenembolie 0 0
Myokardinfarkt 0 0
Schlaganfall ] 0
Antikoagulantientherapie 0 0
(z.B: Marcumar, Heparin s.c.)
Infektion , wenn ja , wie lange zuriickliegend?, HIV 0 0
Tumorleiden 0 0
Lebererkrankungen (z.B. Leberzirrhose) O O
Thrombophlebitis O O
Weitere statistische Informationen (kein Ausschlusskreterium 1)
Arteriosklerose-Risikofaktoren ja nein Vorgeschichte ja nein
Raucher 0 0 Arthritis 0 0
Diabetes mellitus 0 0 Nierenerkrankung 0 0
Bluthochdruck N N Lebererkrankung N 0
Hyperlipiddmie (Cholesterin) [ [ Blutungsneigung [ [
Familienanamnese ja nein wer
,,offene Beine* [ []
vendse Thrombose [ [
Lungenembolie 0 [
Thrombophlebitis 0 0
Gynékologische Fragen ja nein
Pille 0 0 seit wann
Anticonceptiva (pridmenopausal) WelcheWann
Hormonsubstitution (postmenopausal) 0 0 Welche Wann
Fehl- oder Totgeburt [ [ SSW
Schwangerschaften [ [ Anzahl
Schwangerschaftskomplikationen [ [ Art
Medikamente :
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7.3 Studienprotokoll
Studienprotokoll

Ziel _der Studie: Erstellung eines Normalkollektivs zur Validierung und

Inzidenzberechnung von Thrombophilieparametern im Vergleich zu einem konsekutiv

erhaltenen Patientenkollektiv mit thromboembolischen Komplikationen

Folgende Parameter sollen untersucht werden:

1. Faktor VIII-Aktivitit (koagulometrisch)

2. Faktor IX-Aktivitit (koagulometrisch)

3. Lupusantikoagulantien (DRVVT-Test und lupussensitive PTT als Screening-
Methoden,
PTT-Tauschtest und DRWT-Confirm mit Phospholipidzusatz als
Bestitigungsteste)

4. Antiphospholipidantikérper (Anticardiolipin IgG, IgM, IgA von den Firmen
Orgentec und
Pharmacia, sowie Anti-B2-Glykoprotein 1-Antikorper 1gG6 und IgM, Anti-
Phosphatidyl Serin
IgG und IgM, Anti-Phosphatidyl Inositol IgG und IgM und Anti-Phosphatidsdure IgG
und IgM
der Firma Orgentec)

5. Eine DNA-Extraktion erfolgt bei Patienten und Probanden, um spéiter
zusétzlich eine
Genanalytik

durchfiihren zu kénnen (z.B. Prothrombinmutante)

Es ist geplant, 500 konsekutive Patienten der Angiologischen Ambulanz, die sich
wegen einer Phlebothrombose vorstellen, einzuschlieBen. Diese erhalten im Rahmen der
Abkldrung ihrer Thrombophilie in jedem Fall sowohl eine Genanalytik beziiglich Faktor
V Leiden und der Prothrombinmutante, als auch eine Abkldrung der oben genannten
Parameter. Da bei frischen Phlebothrombosen der Faktor VIII voriibergehend
ansteigen kann, werden nur Analysen ausgewertet, die mindestens 2 Monate nach
stattgehabter Thrombose durchgefiihrt wurden. Patienten mit Tumoren werden

ausgeschlossen, da Tumore per se zu einem erhdhten Faktor VIII fiihren konnen. Eigen- ,
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Familienanamnese und Erhebung der Risikoprofile der Patienten werden an Hand eines

standardisierten Fragebogens erhoben, damit die erhaltenen Daten einheitlich sind.

An Hand dieses Patientenkollektivs werden im Blutspendedienst 500 gesunde
Blutspender ohne Thromboseneigung als Kontrollkollektiv altersgematcht in die Studie
eingeschlossen, nachdem sie eingehend iiber die durchzufiihrenden Blutuntersuchungen
aufgeklart wurden. An Hand eines standardisierten Fragebogens werden zunichst Eigen-
und Familienanamnese erhoben, bevor die Blutentnahme erfolgt. Hierzu ist eine
Blutentnahme von 20 ml Citratblut erforderlich, die bei den Blutspendeterminen vor
der Blutspende erfolgt. Diese wird durch 2 Doktoranten vor Ort in

Absprache mit dem Blutspendedienst durchgefiihrt. Sémtliche Blutproben werden
innerhalb von 3h nach Blutentnahme entsprechend zentrifugiert und sofort bei - 70 Grad
Celsius tiefgefroren. Da im Alter der Faktor VIII ansteigt, ist es vorgesehen, hier drei
Altersgruppen in der Beurteilung zu bilden: 20. - 40. Lebensjahr, 40. - 60. Lebensjahr
und > 60. Lebensjahr. Bei den anderen oben genannten Parametern ist eine solche

Altersabhéngigkeit bisher in der Literatur nicht beschrieben.
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7.4 Ethikantr

Prof. Dr. med. A. M. Ehrly Zentrum der Inneren Medizin
Medizinische Klinik I
A Endokrinologie, Diabetes und Angiologie

: ieRler : 3 e
E‘;ﬁi% Qﬂgdsifn Dircktor: Prof, Dr. med. K.-H. Usadel
H 1 Schwerpunkt Angiologie
aus Leiter: Prof. Dr. med. A, M. Ehrly
= Theodor-Stern-Kai 7
60590 Frankfurt am Main

Tel. 065/6301-6096 - Fax 069/ §301-7219

29.6.1999

A. : : : pb

Antrag zur Beurteilung eines medizinischen Forschungsvorhabens im Fachbereich
Humanmedizin der Johann Wolfgang Goethe-Universitit
Sehr geehrte Frau Dr. GieRler,
hiermit beantragen wir die Priifung des #orschungsvorhabens
Erstellung eines Normalkollektivs zur Validierung und Inzidenzberechnung von
Thrombophilieparametern im Vergleich zu einem konsekutiv erhaltenen
Patientenkollektiv mit thromboembolischen Komplikationen

) durch die Ethikkommission.

Das Formular Patienteninformation und die Einverstandniserklarung sind beigefiigt.

Mit freundlichen GriiRen

— ol
Prof. Dr. med. A. M. Ehrly Dr. med. E. Lindhoff-Last
Anlage

e e
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ANTRAG ZUR BEURTEILUNG EINES MEDIZINISCHEN FORSCHUNGSVORHABEN IM
FACHBEREICH HUMANMEDIZIN DER JOHANN WOLFGANG GOETHE-UNIVERSITAT

Allgemeine Angaben

1t

Datum der Antragstellung:

22. Juni 1999

Bezeichnung des Vorhabens:

Erstellung eines Normalkollektivs zur Validierung und Inzidenzberechnung von
Thrombophilieparametern im Vergleich zu einem konsekutiv erhaltenen
Patientenkollektiv mit thromboembolischen Komplikationen.

Handelt es sich um eine multizentrische Studie ?

Nein

Hauptuntersuchender:

Frau Dr. med. E. Lindhoff-Last

Sonstige Untersuchende:

Dr. med. C. Thalhammer
cand. med. J. Schmitt
cand. med. M. C. Humpich

Abteilung und medizinisches Zentrum, in dem das Vorhaben durchgefihrt werden
soll:

Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Zentrum der Inneren Medizin

Medizinische Klinik |

Schwerpunkt Angiologie

Gerinnungslabor

. Abteilungsleiter:

Prof. Dr. med. A. M. Ehrly

Kostentrager:

-antfillt
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8. Wurde Sc.'--_*n &in Antrag gleichen Inhalts bei einer anderen Ethik-Kommission
gestellt ?

nein

Beschreibung des Vorhabg,-g_

1. Ziel der Studie:
Erstellung eines Normalkollektivs zyr Validierung und inzidenzberechnung von
Thrombophilieparametern im Vergaich zu einem konsekutiv erhaltenen
Patientenkollektiv mit thromboembolischen Komplikationen.

2. Geplanter Beginn der Untersuchung und voraussicntliche Dauer der Studie:

Juli 1999 bis Dezember 1999

w

a) Untersuchung an Patienten:
Anzahl/stationar:  keine
Anzahl/ambulant: 500

Untersuchung an gesunden Probanden:
Anzahl: 500

b) Voraussichtliche Dauer der Behandlung- bzw. Untersuchungsphase
fur den einzelnen Patienten/Probanden: 10 Minuten

C) Alter der Patienten/Probanden: 18 Jahre bis 80 Jahre
d) EinschiuBkriterien fiir Patienten/Probanden:
thromboembolische Komplikationen bei Patienten
keine thromboembolische Komplikationen bei Probanden

schriftliches Einversténdnis der Patienten und Probanden

) AusschluRkriterien fiir Patienten/Probanden:

keine
4.
a) Studienart: Offene Studie: case-control-Studie
b) Dosis: entfallt

5. Handelt es ich um
Eine diagnostische Prifung: ja

Eine therapeutische Priifung: nein
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Eine Vertraglichkeitsprifung: nein

Eine epidemiologische Priifung: ja

Eine sonstige Prifung: nein

6. Handelt es sich um einen Versuch, auf den das Arzneimittelgesetz Anwendung
findet:
nein

einen Versuch, auf den die Strahlenschutzordnung oder die Réntgenverordnung
Anwendung finden:

nein
7. Bei Arzneimittelpriifungen:
Sind die Unterlagen beim Bundesgesundheitsamt hinterlegt 7 entfalit

Neu entwickelt, nicht registriert: entfallt

Bekannt, nicht registriert: entfallt
Bekannt, registriert: entfallt
Zugelassen: entfallt

Zugelassen, mit neuer Indikation und/oder Dosierung:  entfalit
In andern Landern zugelassen oder registr iert: entfallt

8. Bestehen Zweifel an den  Voraussetzungen der  einschldgigen
Paragraphen 40 und 41 des Arzneimittelgesetztes ?

entfallt
9. Bei sonstigen Untersuchungen:
Bestehen Zweifel an der Ubereinstimmung des Vorhabens mit der revidierten
Deklaration von Helsinki vom 10.10.1975 ?
nein
10. Dient die Studie unmittelbar dem Interesse der Patienten ?

nein, mittelbar

einem rein wissenschaftlichen Ziel ohne unmittelbaren diagnostischen und
therapeutischen Wert fir die Patienten ?

nein
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dem untersuchenden Patienten ?

nein

der kiinftigen Entwicklung von diagnostischen und therapeutischen Verfahren ?
Ja

Der Gewinnung von Erkenntnissen Gber Ursachen von Pathophysiologie und
Prognose bestimmter Krankheiten ?

Ja

Der Gewinnung von Erkenntnissen (ber spezielle Fragen des
Gesundheitszustandes der Bevélkerung ?

Ja
Sonstige Zielsetzung:
nein
11.Bestehen Risiken fur die Versuchsperson und Patienten ?
Nein

12.Inwieweit bedeutet die Studie eine zuséatzliche Belastung fiir Patienten oder
Probanden ?

Auler Blutentnahme keine Belastung

13.Welche typischen Nebenwirkungen oder Komplikationen sind zu erwarten ?
Hamatom nach Venenpunktion

14.Wie kénnen Komplikationen erkannt und behandelt werden ?
Es sind keine Komplikationsfolgen zu erwarten.

15. Besteht ein Versicherungsschutz ?
Nein, nicht erforderlich

16.Ist der Leiter der klinischen Prifung durch einen fir die pharmakologisch-
toxikologische Prifung verantwortlichen Wissenschaftler tber die Ergebnisse
dieser Prifung und die voraussichtlich mit der klinischen Priifung verbundenen

Risiken informiert worden ?

Es wird keine die pharmakologisch-toxikologische Prifung durchgefiihrt, da keine
Medikamente verabreicht werden.
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17.Sind bereits oder werden zur Zeit gleichartige oder &hnliche Vorhaben
durchgeflhrt worden ?

Nein

18.Zusammenfassung der fur die Durchfiihrung der klinischen Prifung wesentlichen
Vorergebnisse:

keine
19.Risiko — Nutzen — Abwagung:

Bis auf zusatzliche Blutentnahme kein Risiko fur Probanden und Patienten,
einmalige Blutentnahme von 20 mi

20.8Sind Zwischenauswertungen vorgesehen und welche Abbruchkriterien bestehen
gegebenfalls ?

Nein

Wie wird iiber die Studie aufgeklart ?
1. Uber das Ziel der Studie:
Durch ein Informationsblatt, das dem Probanden ausgehéndigt wird.
Bei den Patienten wird ein Routinethrombosescreening im Labor durchgefhrt,
das die entsprechenden Laborteste enthalt, die im Normalkollektiv auf ihre
Inzidenz hin untersucht werden.
2. Uber die praktische Durchfiihrung:
Siehe Informationsblatt.
3. Uber den zu erwartenden Nutzen:
Siehe Informationsblatt.
4. Uber die méglichen Risiken:
Siehe Informationsblatt.
5. Uber die mit der Studie verbundenen Belastigungen:

Siehe Informationsblatt.

6. Uber das Verweigerungsrecht bzw. die Méglichkeit, aus der Studie
auszuscheiden:

Siehe Informationsblatt.
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7. Werklart auf ?

Frau Dr. med. E. Lindhoff-Last
Dr. med. C. Thalhammer
cand. med. J. Schmitt

cand. med. M. C. Humpich

Den Versuchsplan sowie ein Muster der Einverstandniserkiarung habe ich als Anlage
beigefiigt.

Frankfurt am Main, der 22. Juni 99

Unterschrift des Studienleiters
Dr. med. E. Lindhoff-Last

Mit der Durchfiihrung des
Forschungsvorhabens einverstanden:

Unterschrift Leiter der Abteilung
Prof. Dr. med. A. M. Ehrly

i R S
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7.5 Ethikvotum

Ethik-Kommission Der
Vorsitzende

Frau
7239

Dr. Edelgard Lindhoff-Last
Medizinische Klinik I

Fachbereich Humanmedizin / Klinikum der Johann
Wolfgang Goethe-Universitit

Frankfurt am Main

Dr. Astrid Gief3ler
Telefon: (0 69) 63 01- 4597 od.

Telefax: (0 69) 63 01-5922
e-mail: A.Giessler@em.uni-

frankfurt.de

15. September 1999

Geschafts-Nr.: 133/99
BITTESTETS
ANGEBEN!

Erstellung eines Normalkollektivs zur Validierung und Inzidenzberechnung von
Thrombophilieparametern im Vergleich zu einem konsekutiv erhaltenen
Patientenkollektiv mit thromboembolischen Komplikationen

Sehr geehrte Frau Lindhoff-Last,

die Ethik-Kommission des Fachbereichs Humanmedizin der J. W. Goethe-Universitét
Frankfurt am Main hat sich am 13.09.1999 mit Ihrem vorgenannten Antrag befafit und um
einige Anderungen und Ergéinzungen in der Patienteninformation und um Nachreichung
eines Protokolls gebeten.

Nachdem Sie am 13.09.1999 eine entsprechend gednderte Fassung der
Patienteninformation und das Protokoll vorgelegt haben, kann ich Thnen mitteilen, daf3
nunmehr keine berufsrechtlichen und berufsethischen Bedenken gegen die Durchfiihrung
der obengenannten Studie bestehen. Wir bewerten die Studie zustimmend.

Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten unerwiinschten Ereignisse, die wihrend der
Studie auftreten und die Sicherheit der Studienteilnehmer oder die Durchfiihrung der
Studie beeintrachtigen konnten, mull der Vorsitzende der Ethik-Kommission unterrichtet
werden. Eine Information iiber den Abschluf3 der Studie wird erbeten.
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Nachfolgend sind die Mitglieder der Ethikkommission aufgefiihrt, die in der Sitzung
am 13.09.1999 die o.g. Studie beurteilt haben:

Vorsitzender: Herr Prof. Dr.med. Dr.h.c. H. Breddin (Innere Medizin)

Herr Prof. Dr.med. M. Behne (Anésthesiologie)
Frau Dr.jur. M. KayBer (Rechtswissenschaften)
Herr Prof. Dr.med. H. Bratzke (Rechtsmedizin)
Herr PD Dr.med. S. Harder(Pharmakologie)
Frau Prof. Dr. med. E. Helm (Innere Medizin)

Mit freundlichen Griilen

W kKlL,\/

Prof. Dr. med. J. Gerchow Vorsitzender

Postanschrift: 60590 Frankfurt; Theodor-Stern-Kai 7
Sprechzeiten des Dekanats: Mo., Mi., Fr.: 9.00 - 12.00 Uhr, Di., Do.: 12.00 - 15.00 Uhr,
Kemarbeitszeiten: 9.00 - 15.00 Uhr, Fr. bis 13.00 Uhr
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7.6 Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Staatsangehdrigkeit:

Schulbildung
1982 —1986:

1986 -1995:
1995:

Studium
1996 - 2003

09/1998
08/1999

03/2002
05/2003

Tatigkeit als Assistenzarzt
09/2003 — Heute

06/2006 - Heute

Frankfurt am Main, den 11.09.2006

Jorn Schmitt

27. Juli 1976

Frankfurt am Main, Deutschland
deutsch

Grundschule, Ebelfeldschule Frankfurt am
Main

Liebig - Gymnasium, Frankfurt am Main
Abitur

Medizin an der Johann Wolfgang Goethe -
Universitat, Frankfurt/Main.

Arztliche Vorprufung (Physikum)

Erster Abschnitt (1.Staatsexamen)
Zweiter Abschnitt (2.Staatsexamen)
Dritter Abschnitt (3.Staatsexamen)

Kerckhoff — Klinik Bad Nauheim, Abteilung fur
Kardiologie, Direktor: Prof. Dr. C.W. Hamm
Fellow im Fellowship Herzrhythmus;
Direktoren: Prof. J. Neuzner, Prof. M. Block
und Prof. H.U. Klein
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7.7 Ehrenwortliche Erklarung

Ich erklédre ehrenwortlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin der Johann Wolfgang
Goethe - Universitét in Frankfurt am Main zur Promotionspriifung eingereichte Arbeit mit

dem Titel:

,ZAktivitaten der Gerinnungsfaktoren VIII und IX bei Normalpersonen und
Patienten mit vendsen Thrombosen*

im Zentrum der Inneren Medizin des Klinikums der Johann Wolfgang Goethe Universitit,
Frankfurt am Main, Medizinische Klinik III, Schwerpunkt Angiologie unter der Leitung
von Frau PD Dr. med. E. Lindhoff-Last

ohne sonstige Hilfe selbst durchgefiihrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen

als die in der Dissertation angefiihrten Hilfsmittel benutzt habe.

Ich habe bisher an keiner in- und ausldndischen Medizinischen Fakultit bzw. Fachbereich
ein Gesuch um Zulassung zur Promotion eingereicht, noch die vorliegende Arbeit als

Dissertation vorgelegt.

Frankfurt am Main, den 11.09.2006
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