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RUDIGER E. SCHARF, ANDREA GERHARDT, VOLKER R.
STOLDT und RAINER B. ZoTZ!

Klinische und experimentelle Thromboseforschung’ —
Genetische Determinanten, molekulare Mechanismen und
therapeutische Strategien bei thrombotischen
Komplikationen

Einleitung

Mit dem Hiamostasesystem hat die Natur einen komplexen, fein ausgekliigelten Apparat
entwickelt, der dafiir sorgt, dass wir nicht schon bei banalen Schnittverletzungen verblu-
ten. Dies setzt voraus, dass das Blutstillungssystem bei Bedarf aktiviert und nach erle-
digter Funktion wieder inaktiviert wird. Hierzu bedarf es genau gesteuerter Regelkreise,
die blutstillungsfordernde Vorgéinge und gegenldufige Prozesse in einem fein austarier-
ten Gleichgewicht, der ,hamostatischen Balance®, halten. Aber wie so viele Systeme in
unserem Organismus hat auch der Hdmostaseapparat seine Kehrseite: Wird namlich die
Blutstillung zur ,,falschen Zeit* und am ,,falschen Ort* in Gang gesetzt, kann in der Ge-
faBbahn ein Gerinnsel oder Blutpfropf, eben eine Thrombose, entstehen und in andere
GefidBabschnitte verschleppt werden (Embolie).

Die zur Thromboseentstehung fiithrenden Ursachen und Vorgénge sind vielschichtig.
In den vergangenen 15 Jahren konnte zunehmend der Nachweis erbracht werden, dass
genetisch bedingte Determinanten die Thrombogenese fordern und daher heute als throm-
bosebegiinstigende (thrombophile) Risikofaktoren zu bewerten sind. Die Existenz eines
genetisch determinierten Thromboserisikos und die Analyse der molekularen Vorginge,
die eine Aktivierung des Hdmostasesystems zur ,falschen Zeit* und am ,,falschen Ort*
auslosen, haben unser Verstidndnis der Thromboseentstehung, vor allem aber der indivi-
duellen Thrombosegefihrdung in ungeahntem Ausmaf gefordert. Aus der Sequenz (i)
,.Identifizierung thrombophiler Risikofaktoren®, (ii) ,,molekulare und molekulargenetische
Diagnostik*, (iii) ,,statistisch gesicherte Bewertung des jeweiligen Risikoprofils“ und (iv)
HStratifizierung des einzelnen Patienten entsprechend seinem Risiko- bzw. Gefdhrdungs-
potenzial* ergeben sich eminent wichtige, evidenzbasierte Konsequenzen fiir individuell
risikoadaptierte Behandlungsmafinahmen zur Pravention, Prophylaxe und Therapie throm-
boembolischer Komplikationen.

! Andrea Gerhardt wurde mit dem Habilitationspreis 2006 der Gesellschaft von Freunden und Forderern der

Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf e.V., Rainer B. Zotz mit dem Alexander-Schmidt-Preis 2001 der Ge-
sellschaft fiir Thrombose- und Hamostaseforschung und dem Edens-Preis 2006 der Eberhard-Igler-Stiftung
ausgezeichnet.

2 Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Scha 358/3-1; Sonderforschungsbereich 612,
Teilprojekt B2) und Forderung von A.G. und R.B.Z. durch die Forschungskommission der Medizinischen
Fakultit.
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Zu diesem gesamten Themenkomplex hat unsere Arbeitsgruppe grundlagenorientierte,
molekularepidemiologische, diagnostische und therapeutische Erkenntnisse beisteuern
konnen, tiber die wir hier am Beispiel schwangerschaftsassoziierter Thrombosen und einer
genetisch bedingten, gesteigerten Pldttchen-Thrombogenitit beim akuten Myokardinfarkt
berichten.

Das Thromboseproblem in Zahlen

1,3 Millionen Patienten, die in Westeuropa und den USA jihrlich an einem akuten Herzin-
farkt oder Schlaganfall sterben, und ca. 600.000 weitere Patienten, die allein in Deutsch-
land pro Jahr eine tiefe Bein- oder Beckenvenenthrombose erleiden, davon 35.000 bis
40.000 Patienten pro Jahr, die an der gefiirchteten Komplikation tiefer Venenthrombo-
sen, namlich einer Lungenarterienembolie, sterben, verdeutlichen das Thromboseproblem.
Derartige Morbiditits- und Mortalitdtsstatistiken lassen die Auswirkungen auf die Volks-
wirtschaften und Gesundheitssysteme infolge von Behandlungskosten, Arbeitsausfall, Re-
habilitationsprogrammen und Rentenmafinahmen erahnen, spiegeln freilich nicht die Ein-
buflen an Lebensqualitit wider, die der betroffene Patient bzw. seine Angehorigen erfah-
ren.

In Deutschland hat die Todesrate an Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems zwi-
schen 1960 und 1988 von 39 auf 45 Prozent deutlich zugenommen und liegt derzeit bei
48 Prozent, wobei der akute Myokardinfarkt die hédufigste und der zerebrale Insult die
dritthdufigste Todeseinzelursache darstellen.> Vor diesem Hintergrund lassen sich die in-
tensiven Anstrengungen verstehen,

e Ursachen der Thromboseentstehung aufzudecken,

e hochempfindliche und zugleich spezifische Methoden zur Thrombosediagnostik ein-
zusetzen,

* neue antithrombotische Substanzen und Behandlungsverfahren zu entwickeln und

e Strategien zur Primir- und Sekundirprivention von Thrombosen und thromboembo-
lischen Folgeereignissen zu entwerfen und umzusetzen.

Zwei Arten von Thrombosen

Hervorgerufen wird eine Thrombose, wie eingangs dargestellt, durch einen ,,Blutpfropt™,
der die GefaBlichtung partiell oder komplett verschliefen kann. Pathologisch-anatomisch
und pathogenetisch haben wir zwischen Thrombosen im Venensystem und Thrombosen
im arteriellen GefidB3schenkel unseres Kreislaufs zu unterscheiden. Die unmittelbaren Fol-
gen einer Thrombose mit Einengung oder Verlegung des GefdBBlumens lassen sich auch
fiir den medizinischen Laien nachvollziehen. Ist die Thrombose im tiefen Venensystem
der Beine oder des Beckens, also den zum Herzen hinfithrenden Gefiaf3en lokalisiert, re-
sultieren primér eine schmerzhafte Rotung und Schwellung. Spielt sich die Thrombose im
arteriellen System, also den vom Herzen wegfiihrenden Gefélien ab, die sauerstoffreiches
Blut zu den verschiedenen Geweben unseres Korpers transportieren, wird eine Durch-
blutungsstorung mit vermindertem Sauerstoffangebot an das betreffende Organ ausgelost.

3 Vgl. Statistisches Bundesamt (2004).
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Halt die Ischdmie an, geht das zu versorgende Gewebe zugrunde (Nekrose), es resultiert ein
Infarkt z. B. eines Myokard- oder Hirnareals mit dem klinischen Bild eines Herzinfarkts
oder Schlaganfalls.

Zwei Arten von Thrombosen — Zwei verschiedene Pathomechanismen

Morphologisches Substrat einer Venenthrombose ist ein Fibringerinnsel, das einer arte-
riellen Thrombose ein Pldttchen-Fibrin-Pfropf. Die verschiedene Zusammensetzung der
Thromben spiegelt unterschiedliche Entstehungsmechanismen wider.

Die vendse Thrombogenese resultiert aus einer abnormen Aktivierung plasmatischer
Hiamostasekomponenten, dem eigentlichen Gerinnungssystem. Auslosende Ursachen kon-
nen Verdnderungen des Blutflusses (Stase), Verdnderungen der Venenwandung (Entziin-
dungsprozesse) oder Verdnderungen der Blutzusammensetzung mit gesteigerter Gerin-
nungsneigung (Hyperkoagulabilitiit) sein. Diese Virchowsche Trias* ist unvermindert ak-
tuell und hat durch Aufkldrung molekularer Mechanismen, die eine Hyperkoagulabilitét
hervorrufen, neuen Aufwind erfahren.’

Verglichen mit der Thromboseentstehung in den Venen ist die arterielle Thromboge-
nese ungleich komplexer. Sie wird dominiert vom thrombozytéiren System des Hdamosta-
seapparats. Uberwiegend sind es arteriosklerotische GefziBwandlisionen, etwa Endothel-
zelldefekte mit konsekutiver Freilegung subendothelialer Strukturen, die den ,,Starter-Me-
chanismus* zur Bildung von Plittchen-Fibrin-Thromben darstellen.® Hierbei spielen sich
komplexe Wechselwirkungen zwischen zirkulierenden Plédttchen und hoch thrombogenen
Matrixproteinen der GefdBwand ab. Auf die molekularen Mechanismen dieser Wechsel-
beziehung wird unten noch detailliert eingegangen. An dieser Stelle bleibt zunichst fest-
zuhalten: (i) Unter physiologischen Bedingungen gewaihrleistet die Innenauskleidung der
GefiBe, namlich das intakte Endothel, eine wirksame thromboresistente Barriere, die In-
teraktionen zwischen zirkulierenden Thrombozyten und anderen Blutzellen mit der Ge-
faBwand verhindert. (ii) Demnach stellt die Bildung arterieller Thromben zumeist eine
Komplikation arteriosklerotischer GefdBwandverdnderungen dar.

Bis vor kurzem wurde die Dynamik beider Prozesse als ,.flieBender Ubergang zwi-
schen Arteriosklerose und arterieller Thrombusbildung gesehen, wie sich aus den Bezeich-
nungen Atherothrombogenese und Thrombatherogenese erkennen lédsst. Aktuelle Untersu-
chungen unserer Arbeitsgruppe und anderer Wissenschaftler zeigen jedoch, dass die zur
Arteriosklerose fithrenden Lasionen und die Vorgénge, die eine arterielle Thrombose be-
dingen, konzeptionell getrennt betrachtet werden miissen.

Zwei Arten von Thrombosen — Zwei verschiedene Behandlungsansiitze

Zur Akuttherapie von Thrombosen stehen uns heute interventionelle oder operative Ver-
fahren zur Verfiigung, die — je nach Lokalisation, Alter und Ausdehnung des Thrombus —
mit intravenoser oder intraarterieller Verabreichung thrombolytisch wirkender Substanzen
kombiniert werden konnen. Voraussetzung fiir den Einsatz von Thrombolytika ist, dass
keine Kontraindikationen (Blutungsneigung, Schwangerschaft) vorliegen.

4 Vagl. Virchow (1856).
S5 Vagl. Scharf (1997), Zotz et al. (2003a) sowie Reitsma und Rosendaal (2007).
o Vgl. Scharf (1997) sowie Scharf (im Druck).
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Bei der anschlieBenden antithrombotischen Therapie, etwa zur Sekundirprophylaxe ei-
nes Rezidivs, bestimmen die unterschiedlichen Pathomechanismen der Thromboseentste-
hung im vendsen bzw. arteriellen Gefialsystem, welche Substanzklassen eingesetzt wer-
den. Antikoagulantien, also gerinnungshemmende Medikamente wie Heparine, Cumarine
(z. B. Marcumar) oder neuerdings direkte Thrombininhibitoren, haben ihre Domine in der
Behandlung und Prophylaxe von tiefen Bein- und Beckenvenenthrombosen.’

Hingegen hat die medikamentdse Sekundédrprophylaxe zur Vorbeugung eines erneuten
Herzinfarkts bzw. Schlaganfalls vor allem die Plittchenfunktionshemmung zum Ziel. Die
hierbei angewandten Stoffklassen, frither pauschal als ,,Thrombozytenaggregationshem-
mer* bezeichnet, sind Acetylsalicylsiure (Aspirin) oder Clopidogrel (Iscover, Plavix).?

Evolutionsbiologischer Exkurs:
Warum ist der Mensch iiberhaupt derart thrombosegefihrdet?

Die angefiihrten Daten zur Epidemiologie von Thrombosen bzw. thrombotischen und
thromboembolischen Komplikationen lassen es gerechtfertigt erscheinen, dieser Frage auf
den Grund zu gehen. Bemiiht man sich um eine wissenschaftlich fundierte Antwort, gerit
man leicht auf das unsichere Terrain von Spekulationen. Unter Hinweis auf die einfiihren-
den Aussagen diirfte es eher zielgerichtet sein, die aufgeworfene Frage zu modifizieren;
etwa so: ,,Warum verfiigt der Mensch iiber ein hochaktives und komplexes Hamostasesys-
tem, das derart empfindlich reagiert?*

Hierzu ist es zunichst hilfreich, einzelne Komponenten des Hamostasesystems auf je-
weilige Normbereiche und kritische Schwellenwerte hin zu betrachten. Dabei fillt auf,
dass das Blutstillungspotenzial im Vergleich zu anderen biologischen Systemen unseres
Organismus mit ungewohnlicher Reservekapazitit ausgelegt ist. Dies ldsst sich exempla-
risch fiir die Thrombozyten und den Gerinnungsfaktor VIII:C erldutern. Unsere normalen
Thrombozytenwerte im Blut liegen zwischen 150.000 und 350.000/ul. Klinisch relevante
Blutungen treten hingegen erst auf, wenn eine Thrombozytenkonzentration von 10.000/ul
unterschritten wird. Auch der Faktor VIII:C, der bei Patienten mit klassischer Himophilie
A fehlt, weist ebenso wie andere Gerinnungsfaktoren eine mindestens zweifache Schwan-
kung im Normbereich und eine fiinf- bis siebenfache Reserve auf, bevor die Gefahr spon-
taner Blutungen droht. Warum sind also derartig grof3e Reserven angelegt? Da die Natur
keinen Luxus treibt, sind mogliche Antworten in der Evolutionsbiologie zu suchen.

Fiir den Erhalt der Spezies Mensch bestand offenbar der Evolutionsdruck, zu gewéhr-
leisten, dass ein Verbluten verhindert wird, bevor das fortpflanzungsfihige Alter erreicht
ist. Dieser Evolutions- und Selektionsdruck diirfte sich vor ca. 125.000 bis 250.000 Jahren
entfaltet haben. Unsere Vorfahren waren Jiger und Sammler und mussten sich gehorig
korperlich anstrengen, um ihr Nahrungsminimum auch nur annéhernd zu sichern. Quellen
tierischer Eiweille waren ausschlielich Wild und Fisch.

Wie sieht demgegeniiber unsere Gegenwart aus? Wir verzehren Fleisch von Tieren, die
wir zuvor gemistet haben. Wir bewegen uns deutlich weniger. Wir neigen zu Ubergewicht.
Wir konsumieren Genussmittel, die eindeutig die Arteriosklerose und das Gefafrisiko for-
dern. Frauen im menstruationsfihigen Alter nehmen die Pille bzw. fithren postmenopausal

7 Vgl. Scharf (1997).
8 Vagl. Scharf (1997).
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eine Hormonersatztherapie durch, die zwar nicht unmittelbar Thrombosen auslost, aber
in Kombination mit anderen Risikofaktoren und Risikokonstellationen die individuelle
Thrombosegefihrdung erhoht. Vor allem werden wir deutlich dlter. Noch um 1800 lag
die mittlere Lebenserwartung zwischen 30 und 35 Jahren. Innerhalb von nur zwei Jahr-
hunderten hat sich die mittlere Lebenserwartung mehr als verdoppelt.

Dramatisch ist vor allem unser Bewegungsmangel. Wihrend nach Schitzungen des Sta-
tistischen Bundesamts unsere GroBelterngeneration um 1900 im Mittel ein Bewegungs-
pensum von tiglich 19,7 km absolvierte, liegt dieser Wert im Jahr 2004, nunmehr statis-
tisch gesichert, bei 1,9 km pro Tag.? Innerhalb von nur drei Generationen hat sich unser
Bewegungsumfang um 90 Prozent reduziert. Bezieht man in die Betrachtung ein, dass
gerade Bewegung und korperliche Anstrengung die Gegenspieler unseres Gerinnungssys-
tems, namlich die Fibrinolysemechanismen, stimulieren, wird evident, welche Auswirkun-
gen der gednderte Lebenswandel auf unser Himostasesystem und damit unsere Thrombo-
segefihrdung haben kann. Immobilisation bei mehrstiindigen operativen Eingriffen oder
Bewegungsarmut bei transkontinentalen Langstreckenfliigen als zusitzliche Risikokon-
stellationen seien hier nur der Vollstindigkeit halber angefiihrt.

Kurzum: Unser hochentwickeltes, hochaktives und mit ungewohnlich hohen Reser-
ven ausgelegtes Hamostasesystem, mit dem uns die Evolution vor iiber 100.000 Jahren
ausgestattet hat, hat nicht Schritt halten kénnen mit den eklatanten Anderungen unse-
rer Erndhrungsgewohnheiten und unseres Lebensstils. Auch unsere erhohte mittlere Le-
benserwartung hat ihren Preis: Das Alterwerden ist mit einem deutlich gesteigerten ve-
nosen Thromboserisiko assoziiert. Wihrend die Thromboserate eines Neugeborenen bei
1:100.000 liegt, steigt sie jenseits des 60. Lebensjahres auf 1:1.000 an.'?

Aktuelle Konzepte zur Entstehung venoser Thrombosen

Die Entstehung tiefer Venenthrombosen wird heute als multikausal und multifaktoriell an-
gesehen. Hierbei konnen unspezifische Gefihrdungspotenziale (Alter, Ubergewicht, Bewe-
gungsmangel), expositionelle Risikokonstellationen (Immobilisation, Operationen, orale
Kontrazeption, Hormonersatztherapie), dispositionelle, also genetisch bedingte Risiko-
faktoren sowie Risikodeterminanten, die erworben oder hereditir sind, zusammenwirken.
Eine Ubersicht gibt Tabelle 1. Neben bestimmten Krankheitsbildern, die geradezu regel-
haft mit vendsen Thromboembolien assoziiert sein konnen, etwa Antiphospholipid-Syn-
drom, solide Tumoren (Hirntumoren, Tumoren des Magen-Darm-Trakts und des Bronchi-
alsystems) und hdamatologische Malignome (aus dem Formenkreis der myeloproliferativen
Syndrome) zihlen auch Schwangerschaft und Wochenbettphase zu einer Risikokonstella-
tion mit signifikant erhohter Thrombosegefihrdung.

Thrombophilie

Als tibergeordneten Begriff einer Thromboseneigung hat Rudolf Marx, der Doyen der Hi-
mostaseologie in Deutschland, bereits 1952 — in Analogie zur Himophilie — den inzwi-
schen auch international iiblichen Ausdruck ,,Thrombophilie* eingefiihrt. Durch bioche-

9 Vgl. Statistisches Bundesamt (2004).
10 yg]. Rosendaal (1999).
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Erworben (,.expositionell) Hereditar (,,dispositionell”) Erworben oder hereditar
Alter (Uber 60 Jahre) G1691A-Mutation im F V-Gen Hyperhomocysteinamie
Immobilisation (Faktor V ,Leiden®) erhdhte Aktivitaten von
Operationen G20210A-Mutation im F 1I-Gen Fibrinogen

orale Kontrazeption (Prothrombin-Mutation) Faktor Il
Thrombosen in der Vorgeschichte | G4/G5 Mutation im PAI-1-Gen Faktor VII
Schwangerschaft Antithrombin-Mangel Faktor VIII:C
Wochenbett Protein-C-Mangel Faktor IX
Hormonersatztherapie Protein-S-Mangel Faktor XI
Tumorkrankheit Dysfibrinogenamie

Antiphospholipid-Syndrom

myeloproliferative Syndrome

Tabelle 1: Risikofaktoren und Risikokonstellationen fur die Entstehung tiefer Venenthrombosen

mische Analytik, vor allem durch Identifikation genetisch determinierter Varianten plas-
matischer und thrombozytirer Himostasekomponenten, hat der Terminus ,,Thrombophi-
lie** inzwischen seine molekulare bzw. molekulargenetische Entsprechung gefunden. So
hat sich in den letzten Jahren zeigen lassen, dass neben harmlosen Varianten kritische
Punktmutationen (single nucleotide polymorphisms) in den kodierenden Genen bestimm-
ter Gerinnungsfaktoren und Fibrinolysekomponenten bestehen, die eine prokoagulatori-
sche bzw. prothrombotische Reaktion des Hdmostaseapparats fordern — und somit das
feinregulierte hdmostatische Gleichgewicht ,,aus der Balance* bringen und zur Throm-
boseneigung hin verschieben. In Analogie hierzu sind inzwischen prothrombotische Re-
zeptorvarianten der Blutplittchen identifiziert worden, die zu einer gesteigerten Thrombo-
genitit fithren konnen. Hierauf wird unter ,,Myokardinfarkt, Thrombozyten und Rezeptor-
polymorphismen* noch detailliert eingegangen.

Bestimmte kritische Mutationen mit thrombophilem bzw. prothrombotischem Phénotyp
haben pathophysiologisch und diagnostisch somit die Bedeutung von Risikoindikatoren,
zum Teil sogar von Risikofaktoren sowohl fiir die venose als auch fiir die arterielle Throm-
bogenese. Wihrend die Prdvalenzen und Allelfrequenzen in verschiedenen ethnischen
Gruppen inzwischen genau bekannt sind, herrschte bislang Unklarheit, ob, und wenn
ja, welcher prddiktive Wert den genetisch determinierten Varianten einzelner Hamosta-
sekomponenten zukommt. Préadiktive Quantifizierungen sind aber unerlédsslich, um eine
statistisch gesicherte Abschitzung der individuellen Thrombosegefihrdung vornehmen zu
konnen. Dies soll am Beispiel unserer Untersuchungen zur Genotyp-Phéinotyp-Beziehung
thrombophiler Risikofaktoren fiir die Entstehung venoser Thrombosen und ihrer emboli-
schen Komplikationen wihrend Schwangerschaft und Wochenbettphase erldautert werden.

Schwangerschaftsassoziierte Thrombosen

Venose Thrombosen und thromboembolische Komplikationen wie Lungenarterienembo-
lien tragen weltweit maBgeblich zur Morbiditdt und Mortalitit in der Schwangerschaft und
Postpartalphase bei.!! Das Risiko thromboembolischer Ereignisse ist bei Schwangeren im
Vergleich zu nichtgraviden Frauen gleichen Alters um etwa das Fiinffache erhoht.

T'vgl. Greer (2000).
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Epidemiologie

Angaben zur Hiufigkeit schwangerschaftsassoziierter Thrombosen zeigen erhebliche Un-
terschiede, die sich zum Teil auf Probleme bei der exakten Diagnostik tiefer Bein- und
Beckenvenenthrombosen zuriickfiithren lassen. Werden zur Bildgebung objektive diagnos-
tische Verfahren (farbkodierte Duplexsonographie, Phlebographie, gegebenenfalls Com-
putertomographie) eingesetzt, liegen die Inzidenzraten fiir Thrombosen wihrend der Gra-
viditit und Postpartalphase bei 1:1.000 bis 1:2.000 Schwangerschaften.'? Lungenarteri-
enembolien stellen in der westlichen Welt mit etwa 15 Prozent die hdufigste Ursache der
maternalen Mortalitit in der Schwangerschaft dar.!3

Zielsetzung: Strategien zur Senkung des Thromboserisikos

Vor diesem Hintergrund ist zur Reduktion schwangerschaftsassoziierter vendser Throm-
boembolien eine Einschitzung der individuellen Thrombosegefahrdung und — darauf auf-
bauend — eine statistisch gesicherte Stratifizierung zur risikoadaptierten Thromboembolie-
prophylaxe erforderlich. Voraussetzung fiir diese Risikostratifizierung sind primir genaue
Kenntnisse zum relativen Risiko und zum prédiktiven Wert einzelner oder in Kombination
vorhandener hereditirer und erworbener Risikodeterminanten einer vendsen Thrombose-
neigung. Erst diese Daten erlauben eine Vorhersage der individuellen Thrombosewahr-
scheinlichkeit bei aktueller bzw. zukiinftiger Schwangerschaft und bilden die Grundlage
fiir eine individuelle risikoadaptierte Thromboembolieprophylaxe.

Gleichgewicht Schwangerschaft

gerinnungsférdernde gerinnungshemmende g

e Mechanismen
A ‘
Abb. 1: Verlagerung des hamostatischen Gleichgewichts wahrend der Schwangerschaft in Richtung
thromboseférdernder Vorgéange

Pridisposition

Die Graviditit an sich stellt bereits eine erworbene Risikokonstellation fiir eine venose
Thromboembolie dar (Tabelle 1). AuBerhalb der Schwangerschaft steht das Hamostase-
system in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen gerinnungsférdernden und gerin-
nungshemmenden Vorgidngen. Im Verlauf einer normalen Schwangerschaft treten regelhaft
thrombosebegiinstigende Veridnderungen ein, die das Hdmostasesystems quasi ,,aus dem
Gleichgewicht bringen.'* (Abb. 1)

12 vgl. National Institutes of Health Consensus Development Conference (1986).
13 Vgl. Greer (1999).
14 Vgl. Zotz et al. (2003b).
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Hierzu zéhlt in erster Linie die Zunahme des prokoagulatorischen Potenzials, gekenn-
zeichnet durch den Anstieg der Gerinnungsfaktoren I, V und VIII:C sowie des von-Wil-
lebrand-Faktors. Zugleich kommt es im Verlauf einer Schwangerschaft zu einem Ab-
fall der Aktivitdten von Protein S und Antithrombin, also des Inhibitorpotenzials, so-
wie zu einem Riickgang der Fibrinolysekapazitdt. Diese schwangerschaftsassoziierten,
gleichsam physiologischen Veridnderungen im Hdmostasemechanismus sind im Zusam-
menhang mit der bevorstehenden Geburt zu sehen und diirften eine evolutionsbedingte
Adaptation unseres Blutstillungssystems an die bevorstehende Entbindung darstellen.'?
Von solchen ,,naturbedingten Abweichungen, also den himostasefordernden Vorgidngen
im Laufe einer Schwangerschaft, sind andere belastende erworbene Risikodeterminanten
abzugrenzen, die eine Thrombosegefihrdung signifikant erhohen. Hierzu zihlen das Alter
der Schwangeren (iiber 35 Jahre), Kaiserschnitt-Entbindung, Ubergewicht (iiber 80 kg),
Mehrfachschwangerschaften (vier oder mehr) und bereits in der Vorgeschichte aufgetre-
tene tiefe Beinvenenthrombosen. Derartige Gefidhrdungspotenziale steigern das Risiko, ein
thromboembolisches Ereignis in der Schwangerschaft bzw. Postpartalphase zu erleiden,
signifikant.'® Vor dieser komplexen Situation, gekennzeichnet durch schwangerschaftsas-
soziierte, somit expositionelle Risikokonstellationen, stellt sich die Frage nach der patho-
genetischen Bedeutung dispositioneller, also genetisch bedingter Einflussgroflen, auf die
individuelle Thrombosegefiahrdung.

Hereditire Determinanten

Noch vor etwa 20 Jahren war die Bedeutung einer familidgren Thromboseneigung,
also einer hereditdren Thrombophilie, in der Genese schwangerschaftsassoziierter veno-
ser Thromboembolien nahezu unbekannt. Einzig der seltene angeborene Antithrombin-
Mangel schien als Risikofaktor einer hereditiren Thrombophilie von Bedeutung zu sein.!”
Diese Einschidtzung hat sich in den vergangenen Jahren grundlegend gedndert. So wur-
den seit 1994 weitere genetisch determinierte thrombophile Risikofaktoren identifiziert.
Hierzu zihlen neben den schon linger bekannten Mangelzustinden an Antithrombin, Pro-
tein C und Protein S '® funktionell kritische Punktmutationen in den Genen bestimmter
Gerinnungsproteine wie die G1691A-Mutation im Faktor-V-Gen (Faktor V ,Leiden)!”
und die G20210A-Mutation im Faktor-II-(Prothrombin)-Gen.2°

Die Faktor-V-,,Leiden*-Variante (benannt nach der holldndischen Stadt) wird durch
einen single nucleotide polymorphism in Exon 10 des kodierenden Gens mit Substitu-
tion von Guanin durch Adenin an Position 1691 (G1691A) hervorgerufen. Konsequenz
dieser Punktmutation ist, dass in Position 506 des Faktor-V-Molekiils anstelle von Argi-
nin nun Glutamin vorliegt (Abb. 2). Der Austausch eines einzigen Aminosdurebausteins
bedingt ein funktionell abnormes Gerinnungsprotein; denn ausgerechnet die Position 506
ist eine wichtige Spaltstelle beim Abbau von aktiviertem Faktor V durch aktiviertes Pro-
tein C. So wird mutierter Faktor V ,.Leiden* im Vergleich zu intaktem Faktor V zehnfach

15 Vgl. Greer (1999) sowie Greer (2000).
16 yol. Zotz et al. (2003b).

17 Vel. Greer (2000).

18 ygl. Seligsohn und Lubetsky (2001).
19 Vgl. Bertina ez al. (1994).

20 Vgl. Poort et al. (1996).
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langsamer inaktiviert.2! Individuen mit Faktor-V-, Leiden“-Mutation weisen — auch ohne
vendses thromboembolisches Ereignis in der Vorgeschichte — ein erhohtes prokoagulatori-
sches Potenzial mit gesteigerter Thrombinbildung auf, das sich labordiagnostisch anhand
molekularer Aktivierungsmarker des Gerinnungssystems erfassen lisst.>? Die G20210A-
Mutation des Prothrombin-Gens ist durch einen Basenaustausch in der nichttranslatier-
ten 3’-UT-Region bedingt und mit einer erhohten Prothrombinaktivitit assoziiert.>3 Hier-
durch wird gleichfalls eine vermehrte Bildung von Thrombin hervorgerufen. Beide hier
vorgestellten Mutationen liefern Beispiele auf molekularer Ebene fiir eine Verlagerung
des hiamostatischen Gleichgewichts zugunsten eines prothrombotischen Zustands.

506

NHod | A1 [ A2 B A3 -COOH

Fu

Arg Gin

Abb. 2: Primarstruktur des Gerinnungsfaktor-V-Molekils mit Austausch von Arginin gegen Glutamin
an Position 506 infolge der G1691A-Mutation im Faktor-V-Gen (Faktor V ,Leiden®)

Gewichtung genetischer Risikofaktoren

Isoliert betrachtet bedingen die meisten genetischen Risikofaktoren wie die G20210A-
Mutation des Prothrombin-Gens und die G1691A-Mutation des Faktor-V-Gens lediglich
ein mildes Thromboserisiko. Erst die Kombination verschiedener hereditirer und/oder er-
worbener Risikofaktoren fiihrt zur Manifestation eines thromboembolischen Ereignisses.
So konnten wir und andere zeigen, dass etwa die Hilfte aller Patientinnen, die wihrend der
Schwangerschaft und Wochenbettphase eine vendse Thromboembolie erleiden, und etwa
zehn Prozent der Bevolkerung Tréigerinnen dieser genetisch determinierten Thrombophi-
liemarker sind.?* Die Prévalenz, also die Verbreitung, dieser hereditiren Risikofaktoren ist
in der Allgemeinbevolkerung somit relativ hoch (Faktor V ,,Leiden* sieben bis acht Pro-
zent, Prothrombinmutation um zwei Prozent). Die Prisenz eines hereditidren Risikofaktors
allein 16st also keinesfalls eine tiefe Venenthrombose aus. Basierend auf der Virchowschen
Trias® beruht die Atiologie venoser thromboembolischer Ereignisse auch nach aktuel-
lem Verstédndnis vielmehr auf dem multifaktoriellen und multikausalen Zusammenwirken
erworbener und genetischer Risikofaktoren und daraus resultierender Gefihrdungspoten-
ziale.%0

2l vgl. Seminov et al. (1999).
2 Vgl. Zoller et al. (1996).

23 Vgl. Poort et al. (1996).

2 Vgl. Zotz et al. (2003a).

23 Vgl. Virchow (1856).

26 Vgl. Rosendaal (1999).
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Exemplarisch fiir diesen Synergismus ist die Interaktion zwischen genetischen Risiko-
faktoren und Schwangerschaft: Bis zu unseren Studien?’ war das Thromboserisiko fiir ein-
zeln oder in Kombination auftretende hereditidre thrombophile Risikodeterminanten wie
Faktor V ,Leiden” und Prothrombinmutation in der Schwangerschaft nicht bekannt. In
unseren Untersuchungen, die im New England Journal of Medicine publiziert wurden,?®
konnten wir zeigen, dass die Faktor-V-Mutation bei 43,7 Prozent der Patientinnen mit
tiefer Venenthrombose wihrend der Schwangerschaft und Postpartalphase gegeniiber 7,7
Prozent bei gesunden Frauen (relatives Risiko 9,3), die Prothrombin-Mutation bei 17 Pro-
zent der Patientinnen gegeniiber 1,3 Prozent (relatives Risiko 15,2) und die Kombination
von Faktor-V-Mutation und Prothrombinmutation bei 9,3 Prozent der Patientinnen gefun-
den wird (relatives Risiko 107).

Die im Rahmen unserer Untersuchungen ermittelten Thromboserisiken liefern damit
erstmals statistisch gesicherte Grundlagen zur Abschitzung der individuellen Thrombo-
segefdhrdung in der Schwangerschaft (Tabelle 2). Weiterhin haben wir belegen kénnen,
dass isoliert vorhandene genetische Risikodeterminanten bei unselektierten Patientinnen
lediglich ein mildes Thromboserisiko bedingen. So ist der Nachweis eines heterozygoten
Faktors V ,,Leiden® oder einer heterozygoten G20210A-Mutation des Prothrombin-Gens
mit einem Thromboserisiko von ca. 1:400 Schwangerschaften (0,25 Prozent) bzw. 1:300
Schwangerschaften (0,33 Prozent) assoziiert, sofern keine vendse Thrombose bereits in
der Vorgeschichte bestanden hat. (Abb. 3 A und B).2% Das absolute Thromboserisiko ist
somit niedrig. Bei der tiberwiegenden Mehrzahl dieser Frauen ist folglich kein spontanes
thromboembolisches Ereignis wihrend Schwangerschaft und Postpartalphase zu erwarten.
Liegt kein genetischer thrombophiler Risikofaktor vor, ist von einer mittleren Thrombo-
seinzidenz von 1:1.500 Schwangerschaften auszugehen (0,07 Prozent).

Diese Ergebnisse stiitzen das Konzept einer multikausalen Genese schwangerschaftsas-
soziierter Thrombosen als Folge einer Interaktion kombinierter Defekte bzw. als Folge
eines Zusammentreffens expositioneller und dispositioneller Risiken.

Konstellation Thromboserisiko
kein genetischer Risikofaktor 0,07 % | 1:1.500
Faktor-V-,Leiden“-Mutation 0,25 % | 1:400
Prothrombinmutation 0,33 % | 1:300
Faktor-V-,Leiden”- und Prothrombinmu- | 5,0 % 1:20
tation in Kombination

Tabelle 2: Thromboserisiko und statistisch gesicherte Abschatzung der individuellen Thrombosege-
fahrdung in der Schwangerschaft (aus Gerhardt et al. 2000)

Bei kombiniertem Vorliegen beider thrombophiler Mutationen in heterozygoter Kon-
stellation steigt das Thromboserisiko iiberproportional auf ca. ein thromboembolisches
Ereignis bei jeder 20. Schwangerschaft an (Abb. 3 C).’* Dies verdeutlicht, dass sich die
Interaktion mehrerer Risikofaktoren nicht additiv, sondern multiplikativ auf das Throm-
boserisiko auswirkt. Aufgrund der hohen Privalenz des kombinierten Vorliegens dieses

z Vgl. Gerhardt et al. (2000) sowie Gerhardt (2004).

28 vgl.Gerhardt et al. (2000).

29 vgl.Gerhardt et al. (2000) sowie Zotz et al. (2003b).

30 Vgl. Gerhardt ef al. (2000) sowie Gerhardt et al. (2003).
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Abb. 3: Modell zur lllustration des Thromboserisikos. Dargestellt ist die Abhangigkeit von Alter und
Schwangerschaft (Schw) mit einer Thromboseschwelle. (A) Das Basisrisiko ist mit 1:1.500
Schwangerschaften niedrig, die Thromboseschwelle wird nicht erreicht, folglich ist keine
Thrombose in der Schwangerschaft zu erwarten. (B) Das isolierte Vorliegen eines Faktors
V ,Leiden” oder einer Prothrombinmutation steigert das Risiko auf 1:400 bzw. 1:300. (C) Erst
bei Kombination beider genetischer Risikofaktoren wird die Thromboseschwelle Uiberschritten,
das Thromboserisiko steigt auf 1:20 Schwangerschaften an.
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Defektes in der Bevolkerung von ca. einem auf 1.000 Individuen hat dieses Ergebnis be-
sondere Relevanz.

Angesichts der hohen Morbiditdt und Mortalitdt schwangerschaftsassoziierter throm-
boembolischer Komplikationen ist, wie oben dargestellt, zur Reduktion vendser Thrombo-
embolien eine Einschitzung der individuellen Thrombosegefihrdung und darauf aufbau-
end eine statistisch gesicherte Risikostratifizierung erforderlich. Hierzu lassen sich unsere
Ergebnisse zur Thrombosewahrscheinlichkeit heranziehen,' die die Grundlage fiir eine
individualisierte risikoadaptierte Thromboembolie-Prophylaxe bilden.

Stellenwert der positiven Anamnese

Das absolute Thromboserisiko wird mafigeblich bestimmt durch eine positive Eigen-
und/oder Familienanamnese fiir venose thromboembolische Ereignisse und den Nachweis
hereditdrer und/oder erworbener thrombophiler Risikofaktoren. Eine bereits stattgehabte
Thromboembolie ist der Risikoindikator per se fiir eine Schwangerschaftsthrombose.

So haben Frauen mit vorausgegangener vendser Thrombose ein erhohtes Risiko fiir ein
Thromboserezidiv wihrend einer kiinftigen Schwangerschaft. Hierbei bestimmt insbeson-
dere die Art der vorausgegangenen Thromboembolie (idiopathisch oder in Risikosituation)
die weitere Thrombosegefihrdung.

Unabhingig von einem thrombotischen Ereignis in der eigenen Vorgeschichte kommt
einer positiven Familienanamnese (Thromboembolien bei Verwandten ersten und zwei-
ten Grades) eine wesentliche Bedeutung zu. So weisen Mitglieder thrombophiler Familien
eine hohere Privalenz genetisch bedingter Mutationen und ein hoheres relatives Risiko fiir
eine vendse Thrombose auf als unselektierte Patienten mit gleichen thrombophilen Varian-
ten oder Defekten.?? Unabhingig vom jeweiligen genetischen Risikomarker sind Angeho-
rige thrombophiler Familien zum Zeitpunkt der thromboembolischen Erstmanifestation im
Mittel erheblich jiinger als unselektierte Patienten mit Venenthrombosen.>> Gleiches gilt
fiir Thrombophiliefamilien, bei denen kein hereditérer Risikomarker diagnostiziert werden
kann. Diese Befunde lassen vermuten, dass weitere, bislang nicht identifizierte hereditire
Risikofaktoren existieren. Es ist daher davon auszugehen, dass die Kombination einer po-
sitiven Familienanamnese und eines definierten genetischen Defekts mit einem hoheren
Risiko fiir eine Schwangerschaftsthrombose assoziiert ist als der Nachweis einer heredi-
tiren thrombophilen Mutation allein.>*

Medikamentose Thromboembolie-Prophylaxe

Basierend auf den in unseren Studien ermittelten Thrombosewahrscheinlichkeiten fiir
einzeln oder kombiniert vorhandene hereditdre Thrombophilie-Determinanten haben wir
Empfehlungen zur risikoadaptierten Thromboseprophylaxe und -behandlung in Schwan-
gerschaft und Puerperium erarbeitet.>> Unsere Therapieempfehlungen sind primér nach
Art der Eigenanamnese (keine bisherige Thrombose vs. Thrombose in der Vorgeschichte)

31 Vgl. Gerhardt et al. (2000), Gerhardt ef al. (2003) sowie Gerhardt (2004).
32 Vgl. Zotz et al. (2003a).

3 Vgl. Zotz et al. (2003a).

34 Vgl. Gerhardt (2004).

35 Vgl. Gerhardt et al. (2000) sowie Gerhardt et al. (2003).
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und sekundér nach genetischen Risikodeterminanten und Art der Familienanamnese struk-
turiert. Hierbei muss das hohe schwangerschaftsassoziierte Thromboserisiko bei Frauen
aus thrombophilen Familien von dem relativ niedrigen Thromboserisiko nichtselektierter
Patientinnen unterschieden werden.

Prophylaxe bei Patientinnen okne vorausgegangenes
thromboembolisches Ereignis

Generell wird die Indikation zur Thromboseprophylaxe mit Heparin maf3geblich durch den
Nachweis hereditdrer Thrombophilie-Determinanten bestimmt.

e Patientinnen mit isoliertem heterozygotem Faktor V ,Leiden* oder Prothrombinmu-
tation haben ein niedriges Risiko fiir eine Schwangerschaftsthrombose (1:400 bzw.
1:300 Schwangerschaften). Eine Heparinprophylaxe ist daher nicht indiziert. Indivi-
duelle Aspekte wie Adipositas oder Immobilisation konnen bei diesen Patientinnen
allerdings fiir die Durchfiihrung einer Prophylaxe sprechen.

e Patientinnen mit kombiniert heterozygoten Defekten von Faktor V ,lLeiden* und
Prothrombinmutation haben hingegen ein hohes Risiko fiir eine Schwangerschafts-
thrombose (1:20 Schwangerschaften). Gleiches gilt fiir Frauen mit isoliertem homo-
zygotem Faktor V ,Leiden* (1:80 Schwangerschaften). Fiir diese Patientinnen ist un-
ter sorgfiltiger Abwigung der Risiken eine Heparinprophylaxe (4.000 bis 5.000 IE3°
niedermolekulares (LMW-)Heparin pro Tag) iiber die Dauer der Schwangerschaft bis
sechs Wochen postpartal indiziert.

e Patientinnen mit schweren Mangelzustinden an Protein C und Antithrombin haben ein
extrem hohes Thromboserisiko (mehr als 1:10 Schwangerschaften). Die Durchfiihrung
einer Heparinprophylaxe (4.000 bis 5.000 IE LMW-Heparin pro Tag) bzw. einer ge-
wichtsadaptierten Heparintherapie (100 IE pro kg Korpergewicht pro zwolf Stunden)
ist erforderlich.

Prophylaxe bei Patientinnen mit vorausgegangenem
thromboembolischem Ereignis

Bei Patientinnen mit vorausgegangenem thromboembolischem Einzelereignis, das in defi-
nierter voriibergehender Risikosituation (Trauma oder Operation) aufgetreten ist, die zu-
gleich aber keinen genetisch bedingten thrombophilen Risikofaktor tragen, ist von einem
niedrigen Thromboserisiko auszugehen.?” Eine Heparinprophylaxe ist hier nur postpar-
tal fiir die Dauer von sechs Wochen zu empfehlen. Im Gegensatz hierzu halten wir bei
Patientinnen mit vorausgegangener Schwangerschaftsthrombose oder einer Thrombose
unter vorausgegangener oraler Kontrazeption eine Heparinprophylaxe iiber die gesamte
Schwangerschaft bis sechs Wochen postpartal fiir angezeigt. Bei Patientinnen mit idiopa-
thischer Thrombose in der Vorgeschichte, zusitzlichen thrombophilen Risikofaktoren oder
positiver Familienanamnese einer vendsen Thrombose ist aufgrund der héheren Throm-
bosewahrscheinlichkeit eine Heparinprophylaxe iiber die Dauer der Schwangerschaft bis
sechs Wochen postpartal indiziert.

36 IE = internationale Einheiten
3 Vgl. Brill-Edwards et al. (2000).
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Diese Therapieempfehlungen stiitzen sich auf die in unseren Studien ermittelten Throm-
bosewahrscheinlichkeiten,® die erstmals eine statistisch gesicherte Einschitzung der in-
dividuellen Thrombosegefihrdung in der Schwangerschaft erlauben und somit die Grund-
lage fiir eine individualisierte risikoadaptierte Thromboembolie-Prophylaxe bilden.

Molekulare Mechanismen der arteriellen Thrombogenese
An der Bildung von Thromben im arteriellen System sind beteiligt:
* Endotheldefekte mit Freilegung thrombogener subendothelialer Strukturen,

*  Adhision und Aktivierung zirkulierender Thrombozyten mit nachfolgender Aggrega-
tion und Sekretion,

*  Thrombinbildung,
* Fibrin, immobilisiertes Fibrinogen und von-Willebrand-Faktor sowie
e abnorme Stromungsbedingungen (Turbulenzen, erhohte Scherkrifte).

Essenzielle Wechselwirkungen zirkulierender Pldttchen mit dem freigelegten Subendo-
thel und seinen Matrixproteinen oder mit Adhésivproteinen aus dem Plasma, die bei ih-
rer Adsorption an das Subendothel immobilisiert werden und dabei eine Anderung ihrer
Konformation erfahren, auf die ruhende Pléttchen innerhalb von Millisekunden reagie-
ren, werden durch spezifische Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfliche vermittelt.>
Hierbei handelt es sich um Glykoproteinkomplexe (GP) der Integrinfamilie wie ollbf3
(GPIIb-1ITa) und o2B1 (GPla-Ila) und um Nichtintegrine wie GPIb-IX-V und GPVI.40
Das Schema in Abbildung 4 illustriert die Sequenz molekularer Mechanismen und throm-
bozytidrer Funktionsduferungen, die sich bei Interaktionen zirkulierender Thrombozyten
mit der GefiBwand und bei Wechselwirkung der Thrombozyten untereinander abspielen.
Abgekiirzt dargestellt ist der entscheidende Vorgang, dass die Erkennung spezifischer Li-
ganden durch das Rezeptorenmuster auf der Plittchenoberfliche ein von auflen nach innen
gerichtetes transmembrandires Signal auslost, das im Sinne einer ,,Kettenreaktion* pro-
pagiert wird und zusitzliche zirkulierende Thrombozyten aktiviert.*! Hierdurch wird das
Thrombuswachstum gefordert. Die nachgeschaltete Bildung von Thrombin aktiviert wei-
tere Thrombozyten (Verstirkermechanismus) und katalysiert die Umwandlung von Fibri-
nogen in Fibrin, das den Plittchenthrombus wie ein Maschenwerk umspannt und resistent
gegeniiber hohen Scherkriften macht, so dass ein Abreilen des Plittchen-Fibrin-Throm-
bus von der GefiBwand verhindert wird.*?

Thrombozytire Rezeptor-Polymorphismen

Ahnlich wie fiir plasmatische Hiamostasekomponenten berichtet, weisen auch Glykopro-
teinrezeptoren der Blutplittchen genetisch determinierte Polymorphismen auf. Von be-
sonderem Interesse sind solche Polymorphismen, die die Oberflichenexpression throm-

38 Vgl. Gerhardt et al. (2000), Gerhardt ef al. (2003) sowie Gerhardt (2004).

39 Vgl. Ruggeri (2004), Ruggeri und Mendolicchio (2007) sowie Scharf (im Druck).
40 vgl. Scharf (1996).

41 Vgl. Scharf (im Druck).

42 Vgl. Ruggeri (2004).
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Abb. 4: Sequenz molekularer Mechanismen bei der Bildung eines Plattchen-Fibrin-Thrombus. (1)
Endotheldefekt, Freilegung subendothelialer Strukturen. (2) Adsorption, Immobilisation und
Konformationsénderung von Plasmaproteinen wie von-Willebrand-Faktor (vWF) und Fibrino-
gen (Fg), Bindung zirkulierender Plattchen Uber spezifische Glykoproteinrezeptoren (GP-Re-
zeptoren). (3) Signaltransformation. (4) Plattchenaktivierung und Expression aktivierter Re-
zeptorkomplexe. (5) Bindung l6slicher Adhé&sivproteine, Plattchenaggregation. (6) Plattchen-
sekretion, Freisetzung aktivierender Stoffwechselprodukte. (7) Expression prokoagulatorischer
Aktivitat (Thrombin).

bozytirer Rezeptoren variieren, ihre Wechselwirkung mit spezifischen Liganden beein-
flussen und die Pldttchenfunktion im Hamostasemechanismus und bei der Thrombusbil-
dung modulieren konnen.*3 Im Mittelpunkt klinischer Untersuchungen steht zum einen
der C1565T-Polymorphismus im B3-Gen des Integrins allbB3, der zu einem Austausch
von Leucin (HPA-1a) gegen Prolin (HPA-1b) an Position 33 dieses Rezeptors fiir Fibri-
nogen und den von-Willebrand-Faktor fiihrt, zum anderen der a2-807TT-Genotyp des In-
tegrins o2 1, einer Variante des Kollagenrezeptors, die mit erhohter Expressionsdichte
auf der Plittchenoberfliche einhergeht.** Sowohl das HPA-1b-Allel von adIbB3 als auch
der 02-807TT-Genotyp von o231 werden als genetisch bedingte prothrombotische Re-
zeptorvarianten angesehen, die eine gesteigerte Thrombogenitit der Plittchen hervorrufen
konnen.

Myokardinfarkt, Thrombozyten und Rezeptorpolymorphismen

Wir haben uns mit der Frage befasst, ob diese kritischen Rezeptorvarianten tatséchlich
Risikodeterminanten bei koronarer Herzkrankheit (KHK) darstellen und hierzu vier mole-
kularepidemiologische Studien an iiber 4.000 angiographisch und klinisch genau charakte-

43 Vgl. Scharf und Zotz (2006).
4 Vgl. Zotz und Scharf (2002).
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risierten KHK-Patienten durchgefiihrt.*> Ubergeordnetes Ergebnis dieser retrospektiv und
prospektiv angelegten Untersuchungen war, dass bestimmte genetische Varianten throm-
bozytirer Rezeptoren die Entwicklung akuter Koronarthrombosen begiinstigen. Im Einzel-
nen konnten wir zeigen, dass eine signifikante Assoziation zwischen HPA-1b-Allel bzw.
2-807TT-Genotyp und akutem Myokardinfarkt, nicht jedoch zwischen HPA-1b bzw. a:2-
807TT und KHK besteht.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse haben wir ein Modell vorgeschlagen, das in Ab-
bildung 5 wiedergegeben ist. Danach fiithren arteriosklerotische Lésionen, die eine KHK
hervorrufen, zur Progression und l6sen eines Tages einen akuten Herzinfarkt aus.*® Liegen
gleichzeitig genetisch bedingte Risikofaktoren vor, die eine gesteigerte Thrombogenitit
der Plittchen bedingen, ist zu postulieren, dass KHK-Patienten, die homo- oder hetero-
zygote Triger des prothrombotischen HPA-1b-Allels sind, eine Koronarthrombose (und
damit einen Myokardinfarkt) frithzeitiger erleiden als HPA-1b-negative KHK-Patienten.
Diese Hypothese haben wir im Rahmen der LURIC-Studie*’ unter Einschluss von 3.300
Patienten und 800 gesunden Probanden gepriift. Tatsdchlich lie sich zeigen, dass bei
KHK-Patienten mit HPA-1b-Allel die Infarktmanifestation im Median 5,2 Jahre frither
auftritt als bei KHK-Patienten mit homozygotem HPA-1a-Allel (Abb. 6).*® Ein analoges
Ergebnis fand sich fiir KHK-Patienten mit dem kritischen Genotyp des a2f1-Rezeptors:
Triger von a2-807TT erlitten ihren Myokardinfarkt im Median 6,2 Jahre friiher als Patien-
ten mit a2-807CT oder a2-807CC.

Early CAD No CAD

Progression Risk factors of
of CAD thrombogenicity
ﬂ Premature Mi without effects

Myocardial infarction No Ml

Abb. 5: Hypothetisches Modell zur Progression der koronaren Herzkrankheit (CAD): Vorzeitige Ma-
nifestation eines Myokardinfarkts (MI) bei Patienten mit hereditaren Risikofaktoren einer ge-
steigerten Plattchen-Thrombogenitét (links); keine Auswirkung dieser Risikofaktoren, solange
keine CAD vorliegt (rechts).

 Vel. Zotz et al. (1998), Scharf et al. (1999), Zotz et al. (2000a) sowie Zotz et al. (2000b).
46 Vgl Zotz und Scharf (2002).

4T Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study

48 Vel. Zotz et al. (2005).
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Abb. 6: Beziehung zwischen Plattchen-Integrin-Varianten und Lebensalter bei Manifestation des Herz-
infarkts, hier dargestellt fir den HPA-1-Polymorphismus von allbB3. Modifizierter Kaplan-
Meier-Plot (aus Zotz et al. 2005).

Diese Befunde verdeutlichen, dass die Auswirkungen der thrombozytiren Rezeptorvari-
anten als prothrombotische Risikofaktoren an die Existenz bereits bestehender arterioskle-
rotischer GefiBlisionen gekoppelt sind.*® Liegen hingegen keine degenerativen Gefif-
wandveridnderungen vor, bleiben die prothrombotischen Rezeptorgenotypen ohne Effekt.
Diese Erkenntnis zusammen mit weiteren Detailergebnissen unserer Untersuchungen ma-
chen deutlich, dass wir, entgegen bisheriger Konzepte, kiinftig unbedingt zwischen athero-
genen und thrombogenen Risikodeterminanten bzw. Risikofaktoren unterscheiden miissen,
wenn wir die Pathogenese arteriosklerotischer Prozesse und ihrer thrombotischen Kompli-
kationen verstehen, vor allem aber gezielt vorbeugen und behandelt wollen.>"

Vom Krankenbett ins Forschungslabor

Langfristiges Ziel unserer Forschung ist, zu einem besseren Verstindnis der Beziehung
zwischen Genotyp und Phinotyp bei der Entstehung und Progression arterieller Gefil3er-
krankungen beizutragen.

Genotyp-Phéanotyp-Beziehung thrombozytirer Rezeptorvarianten

Hierzu ist eine detaillierte Charakterisierung des prothrombotischen Phinotyps bestimmter
thrombozytirer Rezeptorvarianten unerlisslich. Die angestrebte Aufkldarung der Genotyp-
Phinotyp-Beziehung bzw. der Genotyp-Krankheit-Beziehung setzt voraus, thrombozytire
Stoffwechselprozesse zu analysieren und Signalwege zu identifizieren, die das prothrom-
botische Funktionsverhalten von Blutplittchen auf molekularer Ebene steuern.

4 Val. Zotz et al. (2000a).
50 Vgl. Scharf und Zotz (2006).



122 Riidiger E. Scharf, Andrea Gerhardt, Volker R. Stoldt und Rainer B. Zotz

Experimentelle Thrombosemodelle

In unseren laufenden Projekten (,,Modulation der Pldttchenthrombogenitét durch genetisch
determinierte Varianten thrombozytirer Integrine) im Rahmen des Sonderforschungsbe-
reichs 612 fiihren wir Experimente unter flussdynamischen Bedingungen an einem Mo-
dellsystem durch, das unterschiedliche Stromungsverhéltnisse simuliert und Untersuchun-
gen zur scherkraftinduzierten Plédttchenadhision an reaktive Oberfldchen erlaubt. Hierzu
wird eine mit thrombogenen Matrizes beschichtete Stromungskammer eingebracht, in der
definierte Scherraten generiert werden konnen. Zur Visualisierung adhérierender Blut-
pléttchen setzen wir Laser-Scanning-Fluoreszenz- und Epifluoreszenz-Videomikroskopie
ein.d!
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Abb. 7: Displacement-Experimente zum Adhasionsverhalten ollb3-transfektierter CHO-Zellen: (A)
Immunzytometrische Charakterisierung der Transfektanten. (B) Expressionsniveau der Isofor-
men. (C) Bei Exposition gegeniiber steigenden Scherraten (héher als 300 sec™!) haben die
HPA-1b-Transfektanten eine héhere Adhé&sionsstabilitét als HPA-1a. (D) Fluoreszenzmikrosko-
pische Dokumentation adharierender CHO-Zellen.

Mit Hilfe dieser Techniken konnten wir zeigen, dass HPA-1b/1b-Plittchen unter arte-
riellen Scherraten von 1.500 sec ™! eine um 40 Prozent hohere Adhisionsrate an immobili-
siertes Fibrinogen aufweisen als HPA-1a-Plittchen.’?> Noch deutlicher wird die Interaktion
zwischen Kollagen und Integrin o231 in Abhéngigkeit des Genotyps moduliert. Hier war
die Adhisionsaktivitit bei 0i2-807TT um 60 Prozent hoher als beim hetero- oder homozy-
goten 02-807C-Genotyp. Die grofiten Unterschiede ergaben sich, wenn beide kritischen

Sl Vgl. Stoldt et al. (2005), Scharf und Zotz (2006) sowie Loncar et al. (2007).
52 Vgl. Loncar et al. (2007).
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Genotypen (HPA-1b und o2-807TT) in Kombination vorlagen. Bemerkenswerterweise
wiesen Plittchenthromben homozygoter HPA-1b-Probanden signifikant groere Throm-
busvolumina und eine hohere Thrombusstabilitit im Vergleich zu HPA-1a auf.>

Um dieses Phdnomen weiter zu ergriinden, haben wir CHO-Zellen mit den Genen fiir
ollb und B3 transfektiert und HPA-1b bzw. HPA-1a auf gleichem Niveau zur Expression
gebracht. AnschlieBend wurde das Adhédsionsverhalten beider Isoformen der Transfektan-
ten verglichen. Hierzu wurden die CHO-Zellen zunéchst unter niedrigen Scherraten an
immobilisiertes Fibrinogen adhériert und anschliefend steigenden Scherraten exponiert.
Bei diesen Displacement-Experimenten zeigte sich, dass HPA-1b-Zellen eine signifikant
hohere Adhéasionsstabilitdt als HPA-1a-Zellen besitzen (Abb. 7).

Mechanotransduktion und Outside-in Signaling

Diese In-vitro-Befunde bestitigen, dass beide Varianten, HPA-1b des Integrins allIbB3 und
02-807TT des Integrins 021, tatséchlich einen prothrombotischen Phinotyp besitzen.
Welche molekularen Mechanismen sind hierfiir verantwortlich? Zur Klarung dieser Frage
haben wir im Weiteren folgende Hypothese gepriift: Die HPA-1b-Variante konnte die Me-
chanotransduktion durch ein Outside-in signaling modulieren und dadurch tiber eine Ver-
starkung des thrombozytiren Zytoskeletts zur hoheren Thrombusstabilitit beitragen. Ein
derartiges Konzept beriicksichtigt, dass die spezifische Wechselwirkung zwischen der Re-
zeptorvariante mit seinen Liganden Signale generieren diirfte, die intrazelluldr vermittelt
und auf das Zytoskelett iibertragen werden.

Tatsichlich haben wir kiirzlich zeigen konnen, dass Src, ein der f3-Untereinheit kon-
stitutiv assoziiertes Signalmolekiil, an einem Tyrosinrest in Position 418 spezifisch phos-
phoryliert wird und dass diese Phosphorylierung in HPA-1b-Plittchen signifikant hoher
als in HPA-1a-Plittchen ausfillt. Dieses Ergebnis ist ein erster Hinweis dafiir, dass der
prothrombotische Phinotyp der HPA-1b-Variante unmittelbar auf quantitativen Anderun-
gen der thrombozytiren Signaltransduktion beruht.>*

Vom Forschungslabor zuriick ans Krankenbett:
Konsequenzen und Perspektiven

Forschung, translationale Forschung allzumal, ist kein Selbstzweck. Sie dient vielmehr
dazu, Erkenntnisse grundlagenorientierter wissenschaftlicher Aktivititen aus dem Labor in
die Klinik zu iibertragen und forschenden Arzten fiir die Betreuung ihrer Patienten zugin-
gig zu machen. Was heif3t das konkret fiir die hier berichteten Ergebnisse? Kehren wir dazu
zuriick zu der eingangs angefiihrten Sequenz, ndmlich (i) ,.Identifizierung thrombophiler
Risikofaktoren®, (ii) ,,molekulare und molekulargenetische Diagnostik®, (iii) ,,statistisch
gesicherte Bewertung des jeweiligen Risikoprofils* und (iv) ,,Stratifizierung des einzel-
nen Patienten entsprechend seinem Risiko- bzw. Gefahrdungspotenzial“. In die klinische
Praxis umgesetzt, ergibt sich aus unseren Ergebnissen einer gesteigerten Thrombogenitét
der Plittchen bei bestimmten Rezeptorvarianten das Postulat, dass Patienten mit korona-
rer Herzkrankheit, die zugleich Trdger der kritischen Genotypen sind, einer intensivierten

3 Vgl. Stoldt ez al. (2005).
54 Vgl. Scharf er al. (im Druck).
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antithrombozytidren Therapie zugefiihrt werden sollten. Der Nutzen einer derartigen Be-
handlung muss freilich im Rahmen prospektiver Studien noch umfassend gepriift werden.
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