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Zusammenfassung

Faktor XII Genotyp-Phanotyp bei Kindern mit ventsen Thrombosen
im Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv

Nurhayat Yurtcu

Die prasentierte Studie wurde durchgefiihrt um den Zusammenhang zwischen dem Faktor
XII C46T Polymorphismus, der Faktor Xll-Aktivitat und dem Auftreten vendser Thrombosen
bei Kindern und Jugendlichen zu untersuchen. Es wurde ein Patientenkollektiv mit einem
gesunden Kontrollkollektiv im Verhaltnis 1:2 verglichen. Weiterhin wurde der Zusammenhang
etablierter prothrombotischer Risikofaktoren mit dem Faktor XII C46T Polymorphismus
untersucht.

In der Zeit zwischen 2000 und 2004 wurden Kinder mit venésen Thrombosen und gesunde
Kinder im Alter zwischen 0,1 Jahr und 18 Jahren in die Studie aufgenommen. Bei den 64
Patienten und 126 gesunden Kindern gleichen Alters wurde der Faktor Xl C46T
Polymorphismus genotypisiert und die Faktor XII-Aktivitat bestimmt.

Es wurden weiterhin beim Patienten- und im Kontrollkollektiv die Faktor V (FV) G1691A
Mutation, die Faktor Il (FIl) G20210A Variante, Lipoprotein(a) (Lp(a)), Protein C (PC), Protein
S (PS) und Antithrombin (AT) untersucht.

Die mediane Faktor XlI-Aktivitat unterschied sich nicht signifikant zwischen den untersuchten
Gruppen. Auch zeigten sich in der altersspezifischen Subgruppenanalyse innerhalb beider
Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Der bereits bekannte Zusammenhang zwischen dem Faktor XII C46T Polymorphismus und
einer erniedrigten Faktor XlI-Aktivitat unterhalb der 10. Perzentile (p-value: <0,0001)
wird in dieser Studie auch im Kindesalter unterstrichen.

Der Faktor Xl C46T Polymorphismus zeigt keine statistisch relevante Assoziation mit
dem Phanotyp — dem Auftreten vendser Thrombosen — im Kindes- und Jugendalter.

Uber eine multivariate Analyse konnte die signifikante Assoziation der etablierten
Risikofaktoren (Faktor V G1691A Mutation, Faktor Il G20210A Variante, Lipoprotein(a) >30
mg/dl, Protein C-, Protein S-Mangel und Antithrombin-Mangel) zum Auftreten einer ventsen
Thrombose im Kindesalter bestatigt werden (odds ratio (OR): 7/ 95% Konfidenzintervall (Cl):
3,5-14, p-value: <0,0001).

Ein Zusammenhang zwischen einer Faktor XII C46T Mutation mit etablierten Risikofaktoren

konnte im hier untersuchten Patientenkollektiv nicht nachgewiesen werden (OR:1,5/ 95% CI:
0,4-6,7, p-value: 0,5260).
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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Zusammenhange des Gerinnungssystem s

Die Lehre von der Blutstillung oder Hamostaseologie umfasst Wechselwirkungen
zwischen GeféalRendothel, Thrombozyten, plasmatischen Gerinnungsfaktoren, die
aus dem Blutplasma und dem verletzten Gewebe stammen, und Fibrinolyse-
mechanismen (Kleihauer et al.1978).
Es erfolgt zunachst eine priméare Blutstillung durch einen Plattchenthrombus, der
noch durch nachfolgende Fibrinbildung vergréRert und verfestigt wird. Der
Thrombus wird dann organisiert und Uberschissiges Fibrin wird durch das
fibrinolytische System wieder abgebaut (Kleihauer et al. 1978).
Das Blut wird wéahrend seiner Zirkulation durch intakte Blutgefaf3e unter physiologi-
schen Umstanden im flissigen Zustand belassen. An verletzten Gefalstellen sorgt
die Hamostase jedoch fir eine rasche Gerinnselbildung.
Unter physiologischen Bedingungen stehen Gerinnung und Fibrinolyse in einem
Gleichgewicht, das aber unter physiologischen Bedingungen sowohl zugunsten der
Gerinnungsforderung als auch der Gerinnungshemmung mit daraus resultierender
Thrombose- bzw. Blutungsneigung verschoben sein kann.
Aus hamostaseologischer Sicht kann es durch zwei Stérungen zu einer
Beeintrachtigung der lebenserhaltenden Funktion des Blutes kommen:
Dies ist zum einen eine Blutung, die zu groRem Blutverlust bis hin zum Schock und
letztendlich zum Tode fuhren kann. Zum anderen ist dies der thrombotische
Verschluss von Gefalen mit moglicherweise lebensbedrohlichen Komplikationen,
vor allem durch das Loslésen von Anteilen des Thrombus mit anschliel3ender Ver-
legung von lebenswichtigen Arterien als Thromboembolie (Cochrane et al. 1973).
Zur Beseitigung dieser Gefahr bzw. zu Wiederherstellung der physiologischen
Bedingungen dienen folgende Gegenregulationsmechanismen (Kleihauer et al.
1978):
1. Verhinderung von Blutungen durch das funktionelle Zusammenwirken von

Thrombozyten, plasmatischen Gerinnungsfaktoren und GefalRwand

Blutstillung nach Verletzung der Gefaldintegritat

Verhinderung intravasaler Gerinnung

Beseitigung intravasaler Fibrinablagerungen



1.1.1. Die primare Blutstillung

Die physiologische Reaktion auf einen durch eine GefalR3verletzung im Bereich von
Arteriolen und Venolen drohenden Blutverlust wird als Blutstillung bezeichnet. Nach
Verletzung kleiner BlutgefaRe hort die Blutung beim Gesunden nach ein bis drei
Minuten von alleine auf. Bei Verletzung groRerer Gefal3e (Arterien, Venen) ist in der
Regel keine spontane Blutstillung moglich (Kleihauer et al. 1978).

Der Ablauf der Blutstillungsvorgange lasst sich in drei Phasen aufteilen, wobei die

Ubergange von einer Phase zur anderen flieBend sind (Gaehtgens 1994).

(1) posttraumatische Sofort- oder Fruhphase (reflek  torische Vasokonstrik-
tion, Thrombozytenadhasion, Aktivierung des extrins ischen und des
intrinsischen Systems)

Diese Phase dauert 0-15 Sekunden. Es kommt an Gefal3en mit glatter Muskulatur

zu einer proximal und distal der Lasion auftretenden reflektorischen Vaso-

konstriktion, so dass sich der Blutstrom verlangsamt und sowohl die zellulare als
auch die plasmatische Gerinnung beglnstigt wird. Diese als Reparaturischamie
bezeichnete Kontraktion glatter Muskelzellen wird ausgelost durch aus der

GefaRwand und den Thrombozyten freigesetzte Katecholamine sowie Serotonin

und ADP. In der Mehrzahl werden allerdings Kapillaren ladiert, die keine glatten

Muskelzellen besitzen, so dass die Blutstillungsmechanismen vielmehr durch den

direkten Blut-Gewebe-Kontakt ausgeldst werden (Hemker et Poliwoda 1997).

Entscheidend fur die Aktivierung der Thrombozyten ist ihr Kontakt mit den

Kollagenen Typ IV und V der Basalmembran, die durch den Defekt in der

GefaRintima freigelegt werden. Vermittelt wird die Adhasion der Blutplattchen durch

subendotheliale Glykoproteine wie dem Fibronektin und vor allem dem von-

Willebrand-Faktor (VWF). Der vWF ist ein oligomeres Glykoprotein, das in

Endothelzellen und alpha-Granula der Plattchen gespeichert wird, sowie im Plasma

als Tragerprotein fir den Faktor VIl vorhanden ist (Walsh 1985).

Durch Brickenbildung des vWF zwischen subendothelialen Strukturen und einem

spezifischen Rezeptor der Thrombozytenmembran, dem Glykoprotein Ib, verformen

sich die Blutplattchen unter Ausbildung von Pseudopodien zu einer Kugelform.

Zu einer sprunghaften Thrombinbildung kommt es durch Aktivierung des

extrinsischen und des intrinsischen Systems.



(2) Ausbildung eines reversiblen Gefal3verschlusses

Diese Phase dauert 15 Sekunden bis 10 Minuten und beginnt mit der Bildung eines
lockeren reversiblen Plattchenaggregates durch Thrombozytenadhasion vermittelt
durch Kollagen, ADP und den VWF aus den verletzten Endothelzellen. Praktisch
gleichzeitig wird die Thromboxansynthese und damit die irreversible Thrombozyten-
aggregation durch Thrombin eingeleitet (Weiss and Jelkmann 1997).

Durch die Reaktion von Thrombin mit spezifischen Rezeptoren der Thrombozyten-
membran werden intrazellulére Proteine phosphoriliert und Ca®*-lonen freigesetzt.
Diese Reaktion aktiviert die kalziumabhangige Phospholipase A2, die wiederum die
Freisetzung der Arachidonsdure katalysiert. Das Enzym Zyklooxygenase wandelt
diese um in die Endoperoyxdase PGG2 und PGH sowie in die Thromboxane A2 und
B2. Diese lésen die irreversible Aggregation und eine Strukturauflosung der
Plattchen aus, wobei alpha-Granula (mit verschiedenen Plasmaproteinen), Dense
bodies (mit ATP, Serotonin und Kalzium) und Lysosomen aus Speichergranula frei
werden. Die Lysosomen spielen fur die Proteinverdauung eine wichtige Rolle
(Hemker et Poliwoda 1997).

(3) Verfestigung des Gefal3verschlusses

Diese Phase dauert 10 Minuten bis 2 Stunden. Die Thrombozyten vollziehen hierzu
eine ,viskdse Metamorphose“, so werden alle morphologischen und funktionellen
Thrombozytenverdnderungen bezeichnet. Thrombin spaltet aus dem im Plasma ge-
I6sten Fibrinogen Fibrin ab, welches das fadenéhnliche Geriist des Gerinnsels
bildet.

Zur Verfestigung der faserigen Fibrinstrukturen bedarf es des aktivierten Faktors
XIll, dessen Wirkung durch Thrombin sowie subendotheliales Fibronektin an den
Defektrandern verstarkt wird. Fibrinfaden vernetzen sich mit den zwischen ihnen
gefangenen Blutzellen zu einem Maschenwerk, dem gemischten oder roten
Thrombus. Dieser verschlie3t das erdffnete Gefal3, indem er an dessen Randern
haftet und diese durch Retraktion zusammenzieht. Dazu ist eine von den
Thrombozyten freigesetzte ATPase, das Thrombostenin, erforderlich (Gaehtgens
1994).

Bei nachlassender Vasokonstriktion im Verletzungsbereich verhindert die Retraktion
das Herausspilen des Plattchenpfropfes und schafft gleichzeitig glinstige Bedingun-

gen fur das Einsprossen von Bindegewebszellen.



1.1.2. Die sekundare Blutstillung

Die wesentlich langsamer ablaufende (6-9 Minuten) sekunddre Hamostase
(Blutgerinnung) fuhrt Uber eine enzymatische Bildung eines Fibringeristes zu einer
Stablisierung des zuvor reversiblen Thrombozytenaggregates.

Die enzymatische Bildung eines stabilen Fibringeriistes beruht auf der kaskaden-
artigen Aktivierung zahlreicher Plasmaproteine. Diese Gerinnungsfaktoren werden
einem intrinsischen, d.h. intravasal aktivierten und einem extrinsischen, auf3erhalb
der Gefal3e gestarteten System zugeordnet. Beide Systeme sind Uber wechsel-
seitige Interaktionen sowohl miteinander als auch mit der Thrombozytenaktivierung
verknupft.

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren die Gerinnungsfaktoren, die in der
Mehrzahl Serinproteasen entsprechen, als inaktive Form im Blut und sind dadurch
dem Einfluss der Inhibitoren entzogen. Ihre Aktivierung erfolgt durch die Einwirkung
mehrerer Reaktionsparameter, die dem Fibrinolyse-, dem Kinin- und dem
Komplementsystem entstammen. Faktor V und Faktor VIII haben selbst keine
enzymatische Aktivitat, sondern aktivieren Faktoren IX und X durch Komplexbildung
(Nemerson et al.1980).

1.1.2.1. Das extrinsische System

Die wesentliche Anfangsstrecke der in vivo Blutgerinnung ist das extrinsische
System (exogenes System), welches sowohl Blut- als auch vaskuldre Elemente
beinhaltet. Das extrinsische System wird aktiviert durch die Verbindung von
Gewebsthrombokinase, einem Membranprotein (bzw. Membranphospholipide,
Tissue factor = Faktor Il = Gewebethromboplastin), das aus verletzten Gefal3struk-
turen (extravasalen Strukturen) freigesetzt wird, mit dem im Plasma zirkulierenden
Faktor VII. Der Faktor Vlla/Thrombokinase-Enzymkomplex hat zwei wesentliche
Substrate, Faktor IX und Faktor X. Die Gerinnungsfaktoren 1Xa und Xa aktivieren
nun wiederum den Faktor VII und beschleunigen damit den Gerinnungsablauf
(Colman et al. 1994, Williams et al. 1966, Zur et al. 1982).

1.1.2.2. Das intrinsische System

Parallel zum extrinsischem System existiert das intrinsische System. In diesem
System wird die Gerinnung durch Bestandteile, die nur im vaskuldren System
enthalten sind, eingeleitet (Colaman et al. 1994). Aufgrund der héheren Anzahl an

Reaktionsschritten verlauft die endogene Gerinnung langsamer als die exogene,



bildet aber ausreichende Mengen von Thrombin. Der Hageman Faktor (Faktor XII)
nimmt hier eine zentrale Rolle ein. Nach Adsorption an negativ geladenen
subendothelialen Kollagenfasern &ndert er seine Konformation und wird dadurch bis
zu 500fach empfindlicher auf einen proteolytischen Angriff durch das Kallikrein-
Kininogen System (Cochrane et al. 1973). Der aktivierte Faktor Xl (FXlla)
katalysiert die Umwandlung von Préakallikrein zu Kallikrein. Faktor Xlla aktiviert dann
an der Gefal3oberflache Faktor XI (Bouma et Griffin 1986).

Bei den Interaktionen zwischen Prakallikrein und Faktor XII sowie bei der
Aktivierung von Faktor IX wirkt das hochmolekulare Kininogen als nicht-
enzymatischer Kofaktor (Mandle et al. 1976, Thompson et al. 1977).

Durch Faktor Xlla wird ebenfalls Plasminogen zu Plasmin sowie das
Komplementsystem aktiviert.

In Anwesenheit von Kalziumionen erfolgt die Aktivierung von Faktor IX (Christmas
Faktor) durch Faktor Xla. Faktor IXa aktiviert dann anschlieBend wiederum unter
Mithilfe von Kalziumionen, Phospholipiden und Faktor VII (aus dem extrinsischem
System) den Gerinnungsfaktor X (Margolias 1956, Barton 1967, Hemker und Kahn
1967, Hougie et al. 1967).

Unter pathophysiologischen Bedingungen kann der Gerinnungsablauf auch durch
kleine Mengen Gewebsthrombokinase ausgeldst werden. Faktor IX wird hierbei
durch einen Komplex aus Faktor Vlla, Gewebsthromboplastin, Phospholipid und
Kalzium aktiviert. Daraufhin erfolgt die Aktivierung von Faktor X. Der weitere Ablauf
der Gerinnungskaskade entspricht dem Ablauf des exogenen Systems, es erfolgt
also eine indirekte Aktivierung von Faktor X Uber Faktor VII. Dieser Reaktionsweg
wird als ,Josso loop” (Josso Schleife) bezeichnet (Hemker 1984, Xi M et al. 1989,
Hemker et Beguin 1991).

1.1.23. Die gemeinsame Endstrecke

Die weitere Aktivierung der Gerinnungskaskade erfolgt im intrinsischen und
extrinsischen System auf dem gleichen Wege. Faktor Xa bewirkt eine sehr
langsame Unwandlung von Prothrombin (Faktor II) zu Thrombin (Faktor lla). Diese
Reaktion wird durch Anwesenheit von Phospholipiden, Kalziumionen und Faktor V
um ein Vielfaches beschleunigt (Colman et al. 1994, Davie et al. 1975, Jobin et al.
1967).



Thrombin (Faktor lla) spaltet aus dem langkettigen Fibrinogenmolekil die
Fibrinopeptide A und B ab. Es entstehen zunachst Iosliche Fibrinmonomere, die sich
zu Fibrinpolymeren zusammenlagern. Unter Einwirkung von Faktor Xl werden
kovalente Bindungen zwischen benachbarten Monomeren gebildet, die das
nunmehr unldsliche Fibringerinnsel festigen und es dem fibrinolytischen Abbau
durch Plasmin weitgehend entziehen (Bettelheim 1956, Blombé&ck et al. 1978,
McKee et al. 1970).
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1.1.3. Regulation der Blutgerinnung

Dem Gerinnungssystem stehen in Form der Antikoagulation und der Fibrinolyse
zwei Regulationsmechanismen gegeniuber, die eine mdgliche Dominanz der
Blutgerinnung verhindern sollen.

Funktionen dieser Regulationssysteme bestehen in der spezifischen Hemmung
aktivierter Gerinnungsfaktoren durch die Antikoagulatoren und in der Aufldsung
bereits gebildeter Thromben durch die Fibrinolyse. Die Antikoagulation lauft
zeitgleich mit der Gerinnungskaskade ab; sie kann diese auf beinahe allen
Reaktionsstufen regulieren. Die Fibrinolyse hingegen greift im Wesentlichen nach
Abschluss der Blutgerinnung ein, indem sie bereits gebildete Fibrinpolymere
enzymatisch spaltet. Die Fibrinolyse beugt zusammen mit der Blutstromung und der

Antithrombogenitat des Endothels der Bildung spontaner Thrombosen vor.

1.1.4. Inhibitoren der Gerinnung

Das antikoagulatorische System umfasst spezifische Inhibitoren, die aktivierte
Gerinnungsfaktoren der sekundaren H&amostase enzymatisch spalten. Die
wichtigsten Inhibitoren sind Antithrombin (AT), Heparinkofaktor Il (HK II), Protein C,
Protein S und Thrombomodulin. Weitere Inhibitoren sind der C1-Inaktivator, a2-

Makroglobulin und al-Antitrypsin.

1.1.4.1. Antithrombin: AT (Heparin-Kofaktor 1)

Der wichtigste physiologische Inhibitor der aktivierten Gerinnungsfaktoren ist das
Antithrombin aufgrund seines breiten Wirkungsspektrums. Das hauptsachlich in der
Leber gebildete Glykoprotein kann durch die Elektrophorese der a2-Fraktion
zugeordnet werden, es hat ein Molekulargewicht von 65000 Dalton. Die normale
Plasmakonzentration betragt 18-30 mg/dl (Abildgard 1967, Lane et al. 1996).
Antithrombin kann auf allen Stufen der Gerinnungskaskade durch proteolytische
Spaltung der Serinprotease Thrombin (Faktor lla) und der Faktoren IXa, Xa, Xla und
Xlla regulierend eingreifen.

Die regulatorische Wirkung von Antithrombin beschrankt sich jedoch nicht nur auf
die Gerinnung, sondern umfasst Uber die Hemmung von Plasminogen auch die
Fibrinolyse. Somit verhindert Antithrombin einerseits eine UberschielRende
Gerinnung, hemmt aber andererseits die Fibrinolyse, die sonst in dem sehr

komplexen Regulationssystem leicht dominieren kdnnte.



Mit den verschiedenen aktivierten Gerinnungsfaktoren bilden sich jeweils 1:1-
Komplexe, die eine langsame Inaktivierung des jeweiligen Faktors nach sich ziehen.
Durch endogenes (aus z.B. Endothel- oder Mastzellen) oder exogenes (thera-
peutisch zugeflugtes) Heparin kann die Inaktivierung der einzelnen Faktoren um das
bis zu 1000fache gesteigert werden. In Abwesenheit von Heparin ist die Komplex-
bildungsrate zwischen hamostatischen Enzymen und Antithrombin nur sehr gering.
Heparin bindet sich mit Lysylresten an Antithrombin und sorgt dadurch fur eine

deutlich beschleunigte Komplexbildung.

1.1.4.2. Heparin-Kofaktor Il

Heparin-Kofaktor 1l wird ebenso wie Antithrombin als Glykoprotein in der Leber
gebildet. Es besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette. Es verfligt Uber ein
Molekulargewicht von 65.000 Dalton und kann in seiner Wirksamkeit durch Heparin
gesteigert werden (Tollefsen et al. 1983).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Antithrombin und Heparin-Kofaktor Il besteht
im Wirkungsspektrum: Heparin-Kofaktor Il hemmt spezifisch Thrombin (Faktor lla)
und zeigt im Gegensatz zu Antithrombin keinerlei Einfluss auf andere Gerinnungs-
faktoren (Tollefsen et al. 1981).

Ahnlich wie Antithrombin wird die Reaktionsgeschwindigkeit von Heparinkofaktor Il

in Anwesenheit von Heparin um das 100.000fache gesteigert (Tollefsen et al.1982).

1.1.4.3. Das Protein C-System

Das Protein C-System umfasst die Inhibitoren Protein C (PC), Protein S (PS) und
aktiviertes Protein C (APC).

Protein C ist ein Vitamin K-abhangiges Plasmaglykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 62000 Dalton (Beckmann et al. 1985). Um seine antikoagulatorische
Funktion erfullen zu kénnen, wird humanes Protein C durch Thrombin, der einzigen
physiologisch relevanten Serinprotease, die diese Reaktion bewirken kann, zu
aktiviertem Protein C umgewandelt (Kisiel et al. 1977). Der zugrundeliegende
Mechanismus wurde 1981 in seinen komplexen Aktivierungsschritten aufgedeckt
(Esmon et Owen 1981): Thrombin bindet an einen endothelstdndigen Rezeptor
»Thrombomodulin”, das die Aktivierung des Inhibitors Protein C in aktiviertes Protein
C (APC) katalysiert, dessen antikoagulatorische Wirkung zusatzlich noch von
Kalziumionen und Phospholipiden abhéangt. Diese Kofaktoren werden vom Organis-

mus in membrangebundener Form an aktiviertem Faktor V (FVa) bereitgestellt, der



somit ebenfalls eine Kofaktorfunktion einnimmt. Aktiviertes Protein C hemmt die
Gerinnungsfaktoren Va und VIII a durch eine limitierte Proteolyse kalzium- und
phospholipidabhéngig, wahrend die noch nicht aktivierten Vorstufen V und VI
verhaltnismalig widerstandsfahig gegentber dem proteolytischen Effekt von
aktiviertem Protein C sind. Eine weitere Funktion von Protein C ist die Inaktivierung
des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors, was auch als profibrinolytische Aktivitat des
Protein C beschrieben wird.

Humanes Protein S ist ein Vitamin K-abhdngiges Plasmaprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 69000 Dalton (Di Scipio et al. 1977, Di Scipio et Davie
1979). Die Plasmakonzentration liegt zwischen 20 und 25 pg/ml, die Halbwertszeit
betragt 42 Stunden. Protein S ist eingebunden in die durch aktiviertes Protein C
ausgeloste Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla. Protein S zirkuliert im
Plasma als aktive, ungebundene Form oder als inaktive Form, die an C4b-
bindendem Protein gebunden ist (Schwalbe et al. 1990). Protein S verstarkt die
Bindung von aktivem Protein C an Zellmembranen und beschleunigt die
enzymatische Spaltung von Faktor Va und Vllla, indem es mit aktiviertem Protein C
auf phopholipidhaltigen Oberflachen in Gegenwart von Kalziumionen einen
stoichometrischen Komplex bildet (Andrew et al 1994, Walker 1980 und 1981,
Walker et al.1987).

1.1.4.4. Alpha ,-Makroglobulin
a-Makroglobulin inaktiviert Faktor Ila, Kallikrein und Plasmin, indem es die

Substrate in einer Kafigstruktur einfangt (Feldmann et al. 1985).

1.1.4.5. C1-Inaktivator

Der Cl-Inaktivator (C1- Esteraseinhibitor) hemmt Faktor Xlla (Mannhalter 1999) und
ist der wichtigste natirliche Inaktivator von aktiviertem Prakallikrein (Muller-Esterl
1999).

1.1.4.6. Alpha ;-Antitrypsin

a;-Antitrypsin hemmt Faktor Illa (Thrombin) und Plasmin.



1.2. Das fibrinolytische System

Mit der Fibrinolyse steht der Blutgerinnung ein Regulationssystem gegentber, das
sowohl gebildete Thromben durch proteolytische Spaltung der Fibrinpolymere
aufléosen als auch die Gerinnselbildung durch Abbau der Fibrinogenmolekile
limitieren kann.

Das wirksame Enzym der Fibrinolyse ist das Plasmin. Es entsteht durch
enzymatische Spaltung von Plasminogen, einer inaktiven, in der Leber gebildeten
Vorstufe, die im Blut zirkuliert.

Plasmin spaltet auRerdem Fibrinogen, Prothrombin und die Gerinnungsfaktoren V,
VIII, IX, X und XII. Plasmin bewirkt daher nicht nur die Auflésung von Blutgerinnseln,
sondern auch eine Verminderung der Blutgerinnungsfahigkeit (Wei3 et Jelkmann
1997).

Bei der enzymatischen Aufspaltung von Fibrinogen entstehen Spaltprodukte, die
sowohl die Fibrinpolymerisation als auch die Thrombozytenaggregation hemmen

und im Sinne eines feed-back-Mechanismus wirken.

1.2.1. Aktivatoren der Fibrinolyse

Faktor XlI, Gewebsplasminogenaktivator (Tissue-Type-Plasminogen-Aktivator: t-PA)
und Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (u-PA) sind die ausldésenden Faktoren
fur die Aktivierung der Fibrinolyse. Eine indirekte Aktivierung erfolgt durch die
Hemmung des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI-1) durch Protein C (Van
Hinsberg et al. 1985, Sakata et al. 1985, De Fouw et al. 1987).

1.2.1.1. Tissue-Type-Plasminogen-Aktivator (t-PA)

Der wichtigste Aktivator des fibrinolytischen Systems ist der Gewebsplasmino-
genaktivator (Tissue-Type-Plasminogen-Aktivator: t-PA ). Dieser Hauptaktivator des
Intravaskularraumes, wird als ,single-chain-t-PA* (sct-PA) von Endothel-zellen,
Leukozyten und Thrombozyten sezerniert und zirkuliert als Komplex mit
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI-1) im Plasma. Es liegen 5% des t-PA in der
nativen Form ungebunden vor (Kristensen et al. 1984, Sprengers et Kluft 1987, Kluft
1988). Der ungebundene Anteil kann stark erhoht werden durch die lokale
Freisetzung von t-PA, die ausgeldst wird durch Stress, vendsen Stau, Thrombin
oder vasoaktive Substanzen (Bachmann 1987, Levin et Santell 1988). Die Umwand-

lung der einkettigen in die zweikettige Form ,two-chain-t-PA" (tct-PA) erfolgt durch
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geringe Mengen von Plasmin, Faktor Xa oder Kallikrein. Bei der Anwesenheit von
Fibrin wird diese Reaktion um das 200-400fache beschleunigt (Bachmann 1987).
Beide Formen sind in der Lage Plasminogen zu aktivieren und in Plasmin

umzuwandeln.

1.2.1.2. Urinary-Type-Plasminogen-Aktivator (u-PA)

Der Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (Urinary-Type-Plasminogenaktivator)
ist der Hauptaktivator des Extravaskularraumes. Er wird sezerniert von Epithel-
zellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Tumorzellen und kann ebenfalls in zwei
Formen vorliegen, in der einkettigen single-chain-Form (scu-PA) oder in der zwei-
kettigen two-chain-u-PA (tcu-PA)-Form (Gurewich et al. 1984, Ichinose et al. 1986).
Jedoch ist das Einkettenmolekll scu-PA nur zellgebunden in Anwesenheit eines
Fibringerinnsels aktiv, wahrend tcu-PA Plasminogen auch in freier Losung aktivieren
kann (Fleury et al. 1993, Priglinger et Binder 1999).

Die Umwandlung von scu-PA in tcu-PA bewirken Plasmin und FXlla-abhangiges
Kallikrein (Gurewich et al. 1984, Ichinose et al. 1986).

1.2.1.3. Faktor Xlla

Faktor Xlla ist als Blutaktivator auch an der intravaskuléren Fibrinolyse beteiligt, be-
notigt zur Wirksamkeit aber so genannte Proaktivatoren. Die wichtigsten Proaktiva-
toren (u.a. Prékallikrein) sind Lysokinasen, die durch traumatische oder entziind-

liche Gewebeschaden aus Blutzellen freigesetzt werden (Weil3 et Jelkmann 1997).

1.2.1.4. Protein C

Indirekt aktiviert auch Protein C die Fibrinolyse Uber eine Hemmung des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI 1).

Durch die Bindung und Aktivierung von Plasminogen und Plasminogenaktivator
wird nicht nur die Fibrinolyse gestartet, sondern es werden auch weitere Proteasen
wie Stromelysin und Kollagenase aktiviert und Wachstumsfaktoren und Zytokine
lokal freigesetzt (Binder 1990, Ossowski et al. 1991).

Hierdurch kommt es zu einer engen Kopplung von destruktiven (Gewebeabbau),
protektiven (Immunitat) und reparativen (Zell- und Bindegewebsvermehrung)

Vorgéangen (Priglinger et Binder 1999).
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1.2.2. Inhibitoren der Fibrinolyse

Auch die Fibrinolyse unterliegt — als Kontrollsystem der Gerinnung — einem
Regulationsmechanismus, der sowohl Inhibitoren der Fibrinolyseaktivatoren als
auch Hemmstoffe des Plasmins beinhaltet. Man unterscheidet Antiaktivatoren und

Antiplasmine.

1.2.2.1. Antiaktivatoren der Fibrinolyse

Die drei wichtigsten Antiaktivatoren sind Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1)
und Typ 2 (PAI-2) sowie histidinreiches Glykoprotein, welche die Fibrinolyse durch
Verhinderung der Plasminogenaktivierung hemmen.

PAI-1 wird hauptsachlich in Hepatozyten und Endothelzellen gebildet und hemmt
alle physiologischen Plasminogenaktivatoren durch die Bildung stabiler, molarer 1:1-
Komplexe (Wiman et al.1984).

PAI-2 wird hauptséchlich in Makrophagen und in der Plazenta gebildet, es hemmt
die zweikettigen Formen von t-PA und u-PA (Lecander et Astedt 1986).
Histidinreiches Glykoprotein geht mit zirkulierendem Plasminogen reversible
Bindungen ein, so dass die Bindung von Plasminogen an Fibrin verhindert wird
(Lijnen et al. 1980).

Ein weiterer Antiaktivator der Fibrinolyse ist Lipoprotein (a), das durch Kompetition
mit Plasminogen um die Fibrinbindungsstelle die fibrinabhéngige Stimulierung der

t-PA-induzierten Aktivierung von Plasminogen verhindert (Harpel et al. 1989).

1.2.2.2. TAFI (Thrombozytenaktivierbarer Fibrinolys  e-Inhibitor)

TAFI, auch Carboxypeptidase U (CPU) genannt, verzogert die Auflosung des
Fibringerinnsels durch Abspaltung von Lysin und Arginin am C-terminalen Ende des
Fibrins, wodurch vor allem die Anbindung von Plasminogen an das Fibrinmolekil

verhindert wird.

1.2.2.3. Antiplasmine

Zu den Antiplasminen gehoren a,-Antiplasmin und a,-Makroglobulin und C1-
Inaktivator. Sie inaktivieren das aktivierte Plasmin.

Die Inaktivierung des Plasmins erfolgt hauptsachlich durch a,-Antiplasmin, das in
hoher Konzentration im Plasma vorkommt und durch stabile Komplexbildung (er
bindet im Verhaltnis 1:1) kleine Mengen entstehenden Plasmins sofort neutralisieren

kann.
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Zudem konkurriert es mit Plasminogen um die Bindung an Fibrin und schitzt auf
diese Weise den Thrombus vor einem Abbau durch Plasminogen (Wallen et al.
1983).

ap-Makroglobulin bindet tberschissiges Plasmin, sobald die Bindungskapazitat von
ay-Antiplasmin Uberschritten ist. AuRerdem werden Kallikrein und t-PA durch a,-
Makroglobulin neutralisiert (Thomas 1998).

Der C1-Inaktivator bt eine inhibitorische Wirkung aus auf die Faktoren des
Kontaktphasesystems, namlich Faktor Xlla, Faktor Xla und Kallikrein, die alle
schwache Plasminogenaktivatoren sind (Colman 1969, Goldsmith et al. 1978,
Mandle et Kaplan 1979), und hemmt dabei die Umwandlung von scu-PA zu tcu-PA.

Der C1l-Inaktivator neutralisiert auch direkt Plasmin (Bachmann 1987a).
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1.3. Neonatale Hamostaseologie und Entwicklung der Hamostase

GrofRtenteils sind die Faktoren, die zur Sicherung einer funktionsfahigen Hamostase
beitragen, schon vor Erreichen eines lebensfahigen Gestationsalters im fetalen Blut
nachweisbar (Bleyer et al. 1971, Holmberg et al. 1974).

In der Frih- und Neugeborenenperiode finden sich einige Besonderheiten, die eine
wesentliche Rolle bei der richtigen Beurteilung von hédmostaseologischen Veran-
derungen in dieser Altersklasse spielen. Das Gleichgewicht zwischen den einzelnen
Gerinnungsparametern ist in dieser Altersstufe noch besonders stéranfallig.

Die Synthese der Gerinnungsfaktoren findet im endoplasmatischen Retikulum
(RES), im GefaRendothel und in der Leber statt. Die Leber entsteht in der Embryo-
nalphase aus dem Mesenchym des Septum transversum und Abschnitten des Vor-
derdarms und beginnt ab der 6. Schwangerschaftswoche (SSW) mit der Hama-
topoese. Bereits ab der 5. SSW setzt die Fibrinogensynthese ein (Gittlin et Biasucci
1969), ab der 11. SSW sind Thrombozyten nachweisbar (Gibson 1989).

In der Arbeit von Holmberg 1974 mit Abortfeten aus der 12. bis 24 Schwanger-
schaftswoche konnten die Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren in einer Kon-
zentration nachgewiesen werden, die ca. 20-30% der Erwachsenennorm entspricht
(Holmberg 1974). Eine weitere Studie mit Feten aus der 18. bis 29. Schwanger-
schaftswoche von Forestier et al. (1985) kam zu einem &hnlichen Ergebnis. Hier
wurden Gerinnungsanalysen von fetalem Nabelschnurblut durchgefiihrt, die Vitamin
K-abhangigen Gerinnungsfaktoren machten zwischen 9% und 20 % der Erwachse-
nennorm aus. Auch alle anderen Gerinnungsfaktoren waren bereits nachweisbar
und lagen im Mittel bei ca. 30 % der Erwachsenennorm. Im gesamten Kollektiv
zeigten sich jeweils gleiche Konzentrationen fir die Gerinnungsfaktoren. Ein
weiterer Anstieg erfolgt erst wieder im letzten Schwangerschaftstrimenon. Forestier
zeigte auch fur das Vitamin K-abhangige Protein C einen erniedrigten Plasma-
spiegel. Somit wird ein funktionsfahiges Gerinnungssystem diskutiert, das sich
lediglich auf einem niedrigeren Niveau abspielt.

Bei gesunden Frihgeborenen und reifen Neugeborenen zeigen sich schon normale
Werte fir Fibrinogen, wahrend die Kontaktphasefaktoren Xl und XII sowie
Prakallikrein noch erniedrigt sind und erst innerhalb der ersten sechs Lebensmonate
auf subnormale Erwachsenenwerte ansteigen.

az-Antiplasmin und C1-Inaktivator, Inhibitoren der Fibrinolyse, steigen bereits bis

zum 3. Lebensmonat auf normale Erwachsenenwerte an und ab dem 6. Lebens-
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monat sogar Uber diese hinaus. Das zu den Inhibitoren der Fibrinolyse zéhlende a,-
Makroglobulin ist schon bei der Geburt erhdéht und erreicht im 6. Lebensmonat das
Doppelte der Erwachsenennorm.

Perinatal erhbhte Werte lassen sich bei Faktor V, VII, VIII und beim von-Willebrand-
Faktor messen, die sich aber alle bis zum 6. Lebensmonat normalisieren (Andrew et
al.1988).

Protein C und Prothrombin sind bei Geburt erniedrigt und erreichen die untere
Grenze der Erwachsenenwerte erst zu Beginn des 4. Lebensjahres (Nardi et al.
1986).

Protein S kann sogar bis zum 18. Lebensjahr unter der Norm der Erwachsenen-
werte liegen (Hach-Wunderle 1990).

Eine weitere Besonderheit stellt der im Plasma von Frih- und Neugeborenen
nachweisbare Heparin-like Inhibitor dar, der mdglicherweise als Thromboseschutz
fungiert (Muller et al. 1977).

Auch ein fetales Antithrombinmolekull wird beschrieben, das zwar eine guantitative,
aber keine qualitative Erniedrigung aufweist (McDonald et al.1982).

Das fetale Fibrinogen unterscheidet sich vom Fibrinogen Erwachsener durch eine
Uberladung mit Neuraminsdure in der Leber, wodurch es relativ unempfindlich
gegenuber Thrombozyten ist (Gibson 1989).

Die niedrigen Werte der Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren sind nicht, wie
friher angenommen, auf einen Vitamin K-Mangel, sondern auf die unreife Leber
zuriickzufuhren, da Vitamin K plazentagéngig ist und auch bei Vitamin K- Substitu-
tion kein Anstieg dieser Gerinnungsfaktoren erfolgt (Aballi et de Lameres 1962,
Peters et al. 1985).

In der Neugeborenenphase sprechen demnach vor allem zwei Ursachen fir ein
noch unreifes Gerinnungssystem: Zum einen ist die fibrinolytische Aktivitat
vermindert durch verringerte Werte von Plasminogen und erhdhte Werte von a,-
Antiplasmin und a,-Makroglobulin. Zum anderen sind auch die Werte von Inhibitoren
der Gerinnung (Antithrombin, Protein C und S) bei erhdhter Konzentration an Faktor
VIII vermindert.

Hieraus resultiert eine Hyperkoagulabilitat, die in der Neonatalphase unter anderem
dem physiologischen Verschluss der NabelgefaRe dient, aber bei gesunden

Neugeborenen nicht zu einer Thrombophilie fuhrt.
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Allerdings ist das Gerinnungsgleichgewicht besonders bei Neugeborenen sehr labil,
so dass bereits banale Ursachen mit einem Thromboserisiko einhergehen kénnen
(Corrigan 1985).

Besonders in diesem Alter sollte eine Friherkennung hamostaseologischer
Probleme im Vordergrund stehen, damit eine gezielte Therapie moglich wird. Denn
die therapeutischen Mdaglichkeiten sind begrenzt, da nur geringe Mengen an
Volumen (5 - 10 ml/kgKG) substituiert werden kdnnen.

Vom 7. Lebensmonat bis zum 18. Lebensjahr stehen die Gerinnungskomponenten
in einem solchen Verhdltnis zueinander, so dass das Risiko einer Thrombose
niedriger ist als im Erwachsenenalter (Andrew et al.1992).

In einer Untersuchung von Nowak-Gé6ttl (1991, Habilitationsschrift) wurden die
Parameter der plasmatischen Gerinnung und der Fibrinolyse von Kindern und
Jugendlichen jenseits der Neugeborenenperiode erfasst.

Fur den VWF ergaben sich hierbei niedrignormale Erwachsenenwerte von
52-140%. Die beiden wichtigsten Fibrinolyseinhibitoren zeigten jeweils erhohte
Erwachsenenwerte, das a,-Antiplasmin als der wichtigere Inhibitor erreichte Werte
von 92-155%, wahrend das a,-Makroglobulin sogar auf Werte von 261-733%

anstieg.

16



1.4. Defekte des Hamostasesystems

Unter physiologischen Bedingungen besteht zwischen den Gerinnungsfaktoren und
den regulatorischen Systemen (Antikoagulation und Fibrinolyse) ein ausgewogenes
Gleichgewicht, das bei Verletzungen lokalisiert und unter strenger Kontrolle durch
die antagonistischen Systeme zugunsten der Blutgerinnung verschoben wird. Liegt
jedoch eine allgemeine Stérung dieses hamostatischen Gleichgewichts vor, so
resultieren aus der Dominanz eines der beiden antagonistischen Systeme gegen-
satzliche Krankheitsbilder, die mit den Begriffen ,Hamorrhagische Diathese" sowie
»Thrombophilie* (Hyperkoagulabilitdt) beschrieben werden. Die Pathogenese der
Hyperkoagulabilitéat kann auf einer Schwachung der Gerinnungsregulation (Defekte
der Antikoagulation oder der Fibrinolyse) oder einer Starkung der Gerinnungs-
kaskade (Fibrinogen-, Faktor Il- oder Faktor VII-Uberschuss) beruhen. In beiden
Féallen ist das komplexe Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Regulation gestort.
Fur diese Arbeit sind die Verschiebungen des Gleichgewichts zugunsten der

Hyperkoagulabilitéat im Kindesalter von besonderer Bedeutung.

1.4.1. Thromboembolische Ereignisse im Kindesalter

1.4.1.1. Definition der Thrombose

Der Begriff ,Thrombus” leitet sich vom griechischen Wort fir ,Klumpen* ab. In der
medizinischen Terminologie wird damit die Blutpfropfbildung bezeichnet. Als
Thrombose wird der pathologische Verschluss eines arteriellen oder vendsen
BlutgefalRes bezeichnet.

Bei der Thrombose kommt es zu einer intravasalen Blutgerinnung, die das Gefald
partiell oder vollkommen verschlie3en kann. Sie kann sowohl in arteriellen als auch
in vendsen GefalRen auftreten. Der Thrombus besteht aus einem fibrinhaltigen
Thrombozytenaggregat und ist von den postmortalen Gerinnseln abzugrenzen.
Neben den durch Fibrinbildung gebildeten Verschliissen werden auch Gefafl3ob-
struktionen, die durch Thrombozyten, Leukozyten (Leukostase wie bei der
Leukamie) oder Erythrozyten (Erythrostase wie bei der Sichelzellandmie) verursacht

werden, als Thrombose bezeichnet (Sutor et al. 1996).
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1.4.1.2. Definition der Thromboembolie

Thromboembolie bezeichnet eine Obstruktion eines Gefalles durch Thrombus-
anteile, die sich an anderer Stelle im Organismus gebildet haben und von dort
disloziert sind. Man unterscheidet nach dem Ausgangspunkt des Thrombus vendse

und arterielle Thromboembolien.

1.4.1.3. Pathophysiologie der Thromboseentstehung

Der Pathomechanismus der Thrombosierung eines Geféafl3es wurde in Grundziigen
bereits 1859 von Rudolf Virchow beschrieben und ist mit seinem Modell der
Lvirchowschen Trias* im Prinzip noch heute gultig. Demnach lasst sich die
Thrombusbildung zurtckfihren auf Veranderungen der Gefallwand, Veranderungen
der Zusammensetzung des Blutes und Veranderungen der Blutstrémung.
Blutzusammensetzung und Blutstrom sind dabei voneinander abhangige GroéRen,
sie sind durch zahlreiche Wechselwirkungen miteinander verbunden (Mduller-
Berghaus 1998, Virchow 1847).

Das Modell nach Virchow besagt, dass eine Stérung einer oder mehrerer der drei
Grundelemente Endothel, Blutzusammensetzung und Blutstromung pathogenetisch

die Bildung eines intravasalen Blutgerinnsels bewirkt.

Virchow-Trias

Endothelschadigung erhdhte Gerinnungsneigung verlangsamte
Blutstromung

Abb. 2: Virchowsche Trias: Ursachen der Thrombusentstehung

1.4.1.4. Haufigkeit von Thrombosen im Kindes- und J  ugendalter

Venose und arterielle Thrombosen im Kindesalter sind seltene Erkrankungen, zu
deren Haufigkeit es nur wenige Untersuchungen gibt. Sie werden aber immer
haufiger im Neugeborenen- und Kindesalter diagnostiziert.

Aus einer 1990 in Deutschland durchgefiihrten retrograden Umfrage lasst sich die
Pravalenz von 1,9 pro 100.000 Kinder schéatzen (Sutor 1992), wahrend die ESPED-
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Studie Uber Neugeborenenthrombosen 1996 eine Pravalenz von 5,1 pro 100000
Geburten zeigte (Nowak-Gottl et al. 1996).

In einer Studie in Kanada traten symptomatische thrombotische Ereignisse bei
0,07/10.000 Kindern auf, bei stationar aufgenommenen Kindern betrug die
dokumentierte Rate 5,3/10.000, wahrend die Zahl bei intensivpflichtigen Kindern
sogar bei 24/10.000 lag (Andrew 1995). Im Vergleich dazu werden bei Erwachsenen
Pravalenzen von 2,5 bis 5% angegeben (Michelson et al. 1995).

Das Auftreten von Thrombosen im Kindesalter hat einen hohen Altersgipfel in der
Sauglingsperiode (Andrew et al. 1996, Abilgaard 1969, Nowak-Goéttl et al. 1996,
Pabinger et al. 1996). Vielleicht haben Neugeborene ein hoheres Risiko einer
Thrombose aufgrund der niedrigeren Konzentrationen von Antithrombin, Heparin-
Kofaktor Il und Protein C, der reduzierten fibrinolytischen Kapazitat, der Erhéhung
des Hamatokritwertes und Erhéhung des VWFs. Beim Neugeborenen treffen schon
physiologischerweise mehrere pradisponierende Risikofaktoren wie kleiner Gefaf3-
durchmesser, langsamer Blutstrom, hoher Hamatokrit und ein besonderes
Hamostasesystem zusammen, was die besondere Thrombosegefahrdung dieser
Altersgruppe erklart (Alkalay et al. 1993).

Die Inzidenz einer thomboembolischen Erkrankung wird nach dem ersten
Lebensjahr signifikant niedriger. Ein zweiter Altersgipfel fur das Auftreten einer
Thrombose ist in den Pubertatsjahren wiederum assoziiert mit der reduzierten
fibrinolytischen Aktivitat (Andrew 1995).

Zusammen umfassen diese beiden Altersgipfel etwa 70% der Thrombosen im
Kindesalter. Im ersten Lebensjahr sind wegen des erhdhten Thromboserisikos beim
Neugeborenen Thrombosen etwa 40 Mal haufiger als in jedem spéateren Lebensjahr
(Andrew et al. 1994).

1.4.1.,5. Lokalisation von thromboembolischen E  reignissen

Bei Neonaten sind die haufigsten Manifestationen einer vaskularen Obstruktion die
vendse Thrombose der Nierenvenen, der Vena cava und der peripartale thrombo-
embolische Schlaganfall. Weiterhin wurde eine hohe Rate von katheterinduzierten
Thrombosen dokumentiert. Zentrale Venenkatheter fihren insbesondere dann zu
Thrombosen, wenn prothrombotische Risikofaktoren involviert sind. Weitere
Lokalisationen von Thrombosen bei Kindern sind zerebral vendse Thrombosen,
intrakardiale Thrombosen, portale und mesenteriale venése Thrombosen, tiefe

Venenthrombosen der Extremitaten und pulmonale Embolien.

19



1.4.1.6. Diagnosestellung

Die Diagnose einer vendsen Thrombose wird durch Duplexsonographie, Phlebo-
graphie, Computertomographie oder Magnetresonanztomographie (MRT) gestellt.
Eine Perfusionsszintigraphie, ein Spiral-CT oder eine MR-Angiographie sind

Methoden um eine Pulmonalembolie zu diagnostizieren.

1.4.2. Hereditare prothrombotische Risikofaktoren f  {r vendse und arterielle
Thrombosen

Die Pravalenz der hereditdaren Thrombophilie in der Bevdlkerung betragt zwischen

1:2500 und 1:5000 und ist damit haufiger als die angeborene Blutungsneigung

(Mannucci 1987).

Wahrend beim Erwachsenen 40% der Thrombosen als idiopathisch eingestuft

werden (Michelson et al. 1995), lassen sich bei Kindern und Jugendlichen fast

immer thrombophile Risikofaktoren hereditérer oder erworbener Art eruieren.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von humoralen Risikofaktoren als Ursache

einer erhdhten Gerinnungsbereitschaft nachgewiesen. Diese hereditdren Risiko-

faktoren fur Thrombophilie werden bei vendsen Thrombosen und zerebralen

Insulten mit unterschiedlicher Haufigkeit gefunden.

Bislang sind folgende Risikofaktoren fir vendse und arterielle Thrombosen im

Kindesalter bekannt:

Haufig:

. Faktor V G1691A Mutation (APC-Resistenz)
. Prothrombin G20210A Mutation

. Lipoprotein(a)-Erhéhung >30mg/dl

. Moderate Hyperhomozysteinamie

. Homozygote MTHFR C677T-Mutation
Selten:

. Protein C-Mangel

. Protein S-Mangel

. Antithrombin-Mangel

. Heparin Kofaktor II-Mangel
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Sehr selten Stérungen der Fibrinolyse durch:

. Dysfibrinogenamie

. Plasminogenmangel und Dysplasminogenamie

. Homozygote Homozysteinurie

. erhohte Aktivitat des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI)

1.4.2.1. Faktor V G1691A Mutation

Faktor V ist ein einkettiges Molekul mit einem Molekulargewicht von 300.000 Dalton,
das von Leber und Megakaryozyten synthetisiert wird. Die Plasmakonzentration
liegt bei 4-14 mg/l. In Verbindung mit FXa erfolgt durch Thrombin die Spaltung von
drei Peptidbindungen und damit die Aktivierung von FV zu FVa. Die katalytische
Aktivitat des Prothrombinase-Komplexes wird durch FVa um ein Vielfaches
gesteigert. FVa wird proteolytisch durch aktiviertes Protein C abgebaut.

1994 wurde durch Bertina und Mitarbeiter eine G>A-Punktmutation an Position 1691
in Exon 10 des Faktor V-Gens entdeckt, die zur Ausbildung einer Variante des FV-
Molekdls fuhrt. Der Tausch einer Aminosaure Arginin zu Glutamin an Position 506
des FV-Molekils bedeutet den Verlust einer Schnittstelle fur aktiviertes Protein C
und einen um den Faktor 10 verlangsamten Abbau des FVa-Molekulls. Dadurch
kommt es zu einer Verlangerung der Plasmahalbwertszeit von FVa und einer
gesteigerten Aktivitdt des Prothrombinase-Komplexes. Die Haufigkeit der Resistenz
von FVa gegenuber aktiviertem Protein C (APC-Resistenz) liegt, abhangig von der
geographischen Region, bei 0-10% in der Gesamtbevélkerung und bei 10-64% bei
Patienten mit vendsen Thrombosen (Bertina et al. 1994, Dahlback 1997, Griffin et
al. 1995).

In der kaukasischen Bevélkerung liegt die Pravalenz fir heterozygote Trager dieser
Mutation bei ungeféahr 3-5%. Diese Mutation tritt aus entwicklungsgeschichtlichen
Grinden bei der schwarzen und asiatischen Bevdlkerung praktisch nicht auf.

Faktor V-Leiden ist mit einem hyperkoagulatorischen Status und einer erhdhten
Anfalligkeit fur venése Thrombosen verknipft und wurde darlber hinaus bei bis zu

8% der Frauen mit rezidivierend idiopathischen Fehlgeburten festgestellit.
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1.4.2.2. Prothrombin G20210A Mutation

Prothrombin wird Vitamin K-abh&ngig in der Leber synthetisiert und besitzt ein
Molekulargewicht von 72.000 Dalton. Als inaktiver Vorlaufer des Thrombins stellt
Prothrombin ein zentrales Molekil im Hamostasesystem dar. Die Plasmakonzen-
tration von Prothrombin betragt 100-200 pg/ml, das Molekul hat eine Halbwertszeit
von 72-96 Stunden. Es wird durch ein 21kb langes Gen kodiert, welches auf
Chromosom 11 an Position 11p11-q12 lokalisiert ist (Royle 1987).

1996 wurde eine Punktmutation (G/A) in der Nukleotid-Position 20210 in der
3’-nicht kodierten Sequenz des Prothrombin-Gens als Risikofaktor fur venése und
Thrombosen identifiziert (Poort et al. 1996, Junker 1998, Cumming et al. 1997,
Ehrenforth et al. 1998, Ferraresi et al. 1997).

Durch den Austausch von Guanin zu Adenin kommt es phanotypisch zu einer
erhoéhten Prothrombinkonzentration im Plasma.

Der prozentuale Anteil der Mutationstrédger an der gesunden Bevolkerung variiert
zwischen 0 und 4%. Innerhalb Europas ist eine Zunahme von Nord nach Sud zu
erkennen (Poort et al.1996).

Es handelt sich um einen relativ weit verbreiteten Risikofaktor fiir venése
Thrombosen, der gehauft in der Kombination mit einer Faktor V-Mutation in
Erscheinung tritt (Poort 1996).

1.4.2.3. Lipoprotein(a)-Erhéhung

Lipoprotein(a) wurde 1962 von Blumberg und 1963 von Berg erstmals beschrieben.

Lipoprotein(a) ist eine verwandte Substanz der low-density Lipoproteine (LDL). Es
besteht aus dem Apolipoprotein(a), einem hydophilen, hochglykolysierten Protein
und einem LDL &ahnlichen Partikel. Dieser Anteil enthalt wie LDL Lipidkomponenten
und Apo B-100. Lp(a) unterscheidet sich vom LDL in seiner Proteinzusammen-
setzung, seinem Kohlenhydratanteil, seinen elektrophoretischen Eigenschaften,
seinem groReren Partikelumfang, seiner héheren Dichte und seinem Neuramini-
daseanteil.

Das Apolipoprotein(a) ist durch eine Disulfidbriicke an das Apolipoprotein B-100
gebunden (Kostner 1992, McLean et al. 1987, Scanu 1992).

Das Gen von Apo(a) liegt auf dem Chromosom 6g2,6-g2,7 in enger Nachbarschaft
zu Plasminogen, zu dem Apo(a) und seine cDNA eine hohe Homologie aufweisen
(McLean et al. 1987, Murray et al. 1987).
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Apo(a) enthalt drei verschiedene Strukturdomanen, deren Sequenzen in hohem
Ausmall mit denen des Plasminogens Ubereinstimmen: Die Proteasedoméne des
Plasminogens, die aufgrund der Aminosauresubstitution des Arginins durch Serin
inaktiviert ist, eine Kopie des Kringle V (,Kringle* genannt wegen der Ahnlichkeit mit
einem danischem Kuchen) und eine variable Anzahl von Kopien des Kringle IV.
Diese Kringle sind durch Disulfidbriicken miteinander stabilisiert.

ringle 4

Kringle 5

Abb. 3: Schematische Darstellung der Struktur von Lipoprotein(a)

Marcovina et al. zeigten 1993, dass die unterschiedliche GroRRe der Apo(a)-
Isoforme, deren Gewicht zwischen 200 und 800 Kilodalton variiert, mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Kringle IV Typ 2-Sequenzen im Apo(a)-Gen korreliert.
Zwischen dem Gewicht von Apo(a) und der Lp(a)-Serumkonzentration scheint eine
negative Korrelation zu bestehen (Utermann 1989). Die genetisch festgelegte
variable Anzahl von Kringle 1V und anderen Polymorphismen im Apo(a) bestimmen
zum grofdten Teil die interindividuellen Unterschiede der Lp(a)-Konzentration
(Boerwinkle et al. 1992, Nowak-Géttl et al. 1999).

In vitro und in vivo greifen Lp(a) und Apo(a) an mehreren Stellen antifibrinolytisch in
das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem ein. So hemmt Lp(a) die Bindung von
Plasminogen an seinem Rezeptor am Endothel oder auf mononukledren Zellen
(Hajjar et al. 1989, Miles et al. 1989). Aul3erdem konkurriert Lp(a) mit t-PA um
Bindungsstellen an Fibrin und hemmt t-PA durch Bindung an sich selbst auch direkt
(Loscalzo et al. 1990, Simon et al. 1991).

Blchler et al. zeigten 2000, dass Lp(a) Endothelzellen schadigt und die

Plasminogenaktivator-Inhibitor 1 Expression in Monozyten aktiviert.
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Erhohte Lp(a)-Konzentrationen bedingen ein vermehrtes Angebot von Lp(a) in der
GefalRwand und fordern so in ahnlicher Weise die arteriosklerotische Entwicklung.
Ein Zusammenhang zwischen erhdhten Lp(a)-Werten und dem Risiko fur koronare
Herzkrankheiten ist aus klinischen Studien offensichtlich; besonders ab einer Lp(a)-
Konzentration >30 mg/dl steigt das Risiko stark an (Cremer et al. 1994, Utermann
1989, Wald et al. 1994). Lp(a)-Konzentrationen tber 30 mg/dl stellen aulRerdem
einen wichtigen Risikofaktor bei der Entstehung tiefer Beinvenenthrombosen von
Kindern und Jugendlichen dar (Nowak-Gottl 1997 und 1999).

1.4.2.4, Hyperhomozysteindmie (C677T-Mutationim5 ,10-MTHFR-Gen)
Homozystein ist eine essentielle Aminosaure fur die Ubertragung von
Methylgruppen (Transmethylierung), die im menschlichen Kérper nicht gebildet
werden kann. Weiterhin ist es bedeutsam fiir die Ubertragung von S-H-Gruppen
(Transsulfuration). Transmethylierung und Transsulfuration sind jeweils abhangig
von verschiedenen Kofaktoren wie Vitamin B6 und B12 und Folsdure. Bei
Mangelzustanden dieser Vitamine entsteht eine Hyperhomozysteinamie.
Homozystein wird gebildet als Intermediarprodukt im Stoffwechsel von Methionin,
das mit der Nahrung aufgenommen wird. Die normale Plasmakonzentration von
Homozystein liegt zwischen 5 und 16 pmol/l (de Stefano 1996).

Ein erh6hter Homozystein-Plasmaspiegel kann durch einen erworbenen Mangel an
Folsdure und Vitamin B,,, die fiir die Remethylierung von Homozystein zu Methionin
erforderlich sind, oder durch Vitamin Bs-Mangel entstehen (Rees et al. 1993).

Ein erhdhter Homozystein-Plasmaspiegel kann auch durch verschiedene genetische
Storungen, wie Mangel an Cystathion-3-Synthetase oder Vorhandensein einer
thermolabilen Form der 5,10-Methylenttrahydrofolatreduktase (MTHFR), bedingt
sein.

Die homozygote Veranderung der 5,10-Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)
C677T fuhrt zu einer 50%igen Reduktion der spezifischen Aktivitat von MTHFR
(Mudd 1989, Malinov 1994). Es folgt eine reduzierte Umwandlung von Homozystein
zu Methionin innerhalb des Transmethylations-Stoffwechselweges. Sie liegt bei ca.
5% der Bevdlkerung in homozygoter Form vor.

Die homozygoten Stoffwechseldefekte manifestieren sich in erhéhten Plasmahomo-
cysteinspiegeln Uber 100 umol/l und stellen einen erheblichen Risikofaktor vor allem
fur arterielle, aber auch fir vendse Gefallverschlisse dar. Auch die heterozygoten
Genotypen, die wesentlich mildere klinische Verlaufe zeigen, stellen mit Plasma-

konzentrationen von 16-25 pumol/l ein thrombogenes Risiko dar.
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1.4.2.5. Protein C-Mangel

1981 wurde erstmals die Krankengeschichte einer Familie mit rezidivierenden
vendsen Thrombosen publiziert, die auf einen Protein C-Mangel beruhten (Griffin et
al. 1981).

Bei diesem Gerinnungsdefekt werden zwei Typen unterschieden: Typ | mit einer
Verminderung der Aktivitdt und des Antigens sowie Typ Il mit einer Aktivitats-
verminderung bei normaler Antigenkonzentration. Das Protein C-Gen weist wie
beim Antithrombinmangel zahlreiche Mutationen und Polymorphismen auf, so dass
auch hier der diagnostische Nachweis nicht Gber eine einzelne Mutation mdglich ist.
Der Nachweis eines Protein C-Mangels erfolgt tber die Messung der Protein C-
Aktivitat, wobei diese auch durch Leberfunktionsstérungen, durch eine Behandlung
mit Cumarinderivaten und im Rahmen von Verbrauchskoagulopathien reduziert sein
kann.

Protein C-Mangel wird ebenfalls auf autosomal-dominantem Weg vererbt und ist
assoziiert mit familiarer venéser Thrombose (Beckermann et al. 1983). Der Protein
C-Wert bei Heterozygoten betragt 40 bis 60% des Normalwertes. Uber 75% der
Personen mit Protein C-Mangel entwickeln im Laufe ihres Lebens eine oder
mehrere Thrombosen (Bauer 1995).

Klinisch manifestiert sich Protein C-Mangel ahnlich wie Antithrombin-Mangel. Ein
homozygoter Gendefekt zeigt schon im Neugeborenenalter klinische Symptome
(Purpura fulminans, persistierender hyperplastischer primarer Glaskoérper, Glas-

korperblutungen) und erfordert die Substitution dieses Inhibitors.

1.4.2.6. Protein S-Mangel

Die hereditare Form des Protein S-Mangels ist seit 1984 bekannt (Comp et al.
1984).

Es werden drei Subtypen unterschieden: Typ | mit einer Reduktion des gesamten
Protein S-Antigens verbunden mit einer Aktivitditsminderung, Typ Il mit einer
Aktivitatsminderung bei normaler Konzentration sowohl des gesamten wie des
freien Protein S und Typ 1ll, bei dem sowohl die Aktivitat als auch das freie Protein S
vermindert sind.

Die Pravalenz des Protein S-Mangels bei Patienten mit einer vendsen Thrombose,
die junger als 45 Jahre alt sind, wird mit 5-8% angegeben (Gladson et al. 1988,
Broekmans et al. 1986). Der hereditéare Protein S-Mangel wird analog zu den

Uibrigen Defekten des antikoagulatorischen Systems auch autosomal-dominant
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vererbt (Gladson et al. 1988). Der heterozygote Genotyp fihrt zu einer Antigen-
konzentration von 50% des Normalwertes. Klinisch weisen die Patienten bereits in
jungerem Alter (<45 Jahre) eine erhéhte Thromboseneigung auf, die sich haufig in
rezidivierenden thromboembolischen Ereignissen dul3ert.

Ein erworbener Protein S-Mangel resultiert aus einer Behandlung mit Cumarin-
derivaten, kann aber auch wahrend einer Schwangerschaft, durch Ovulations-

hemmer, postmenopausale Hormonbehandlung sowie HIV-Infektionen auftreten.

1.4.2.7. Antithrombinmangel

Der Antithrombinmangel wurde 1965 als erster thrombophiler Gerinnungsdefekt
identifiziert (Egeberg 1965). Antithrombinmangel wird autosomal-dominant vererbt
und betrifft somit beide Geschlechter gleichermaf3en (Bauer 1995). Die molekular-
biologische Grundlage weist sowohl verschiedene Genmutationen als auch voll-
standige Gendeletionen auf (Blajchmann et al. 1992, Olds et al. 1994).

Die Pravalenz in der gesunden, asymptomatischen Bevdlkerung wurde 1977 von
Odegard mit 1 zu 5000 angegeben, wahrend die Haufigkeit in Patientenkollektiven
mit Thrombosen unbekannter Ursache bei 2% bis 5% liegt.

Man unterscheidet molekulargenetisch den Typ I-Mangel mit einer Reduktion des
Antithrombins um etwa 50%, verbunden mit einer entsprechenden Aktivitats-
minderung (Konzentrationsminderung), und den Typ II-Mangel, bei dem die
Antithrombinmenge zwar normal, die Aktivitdt aber durch verschiedene konfigurielle
Anderungen des Antithrombinmolekiils eingeschrankt ist (Funktionsminderung). Bei
Typ Il treten Stérungen des reaktiven Zentrums (Il RS), der Heparin Binding Site
(I HBS) oder multiple funktionelle Defekte (Pleiotropic Effect, Il PE) auf (Finazzi
1997, Lane 1991).

Der hereditare Antithrombinmangel ist mit einem hohen Thromboserisiko assoziiert.
Bei den betroffenen heterozygoten Patienten liegt der Antithrombin-Spiegel bei 40
bis 60% des Normalwertes. Charakteristischerweise treten bereits im frihen
Jugend- und Erwachsenenalter — bei der Halfte der Betroffenen im Alter vor dem 25.
Lebensjahr — ventse Thrombosen auf. Bis zum 50. Lebensjahr haben 80% der
Patienten eine Thrombose durchgemacht (Hirsh et al.1989).

Eine Reduktion des Antithrombin-Spiegels auf 50% des Normalwertes ist ein
Pradispositionsfaktor fur das Auftreten einer vendsen Thrombose (Hirsh et al 1994).
Genetisch bedingter Antithrombinmangel liegt in der Gesamtbevdlkerung in einer
Haufigkeit von 0,02 bis 0,17% vor, bei Patienten mit vendsen Thrombosen zwischen

0,5 und 4,9%.
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Die Thrombosen treten gewdhnlich in den tiefen Beinvenen auf oder manifestieren
sich als Pulmonalembolien, kénnen aber auch an ungewothnlichen Stellen wie den
mesenterialen, renalen oder zerebralen Venen in Erscheinung treten.

Unter Heparintherapie sinken die Antithrombinspiegel geringfiigig ab, wobei daraus
jedoch keine klinische Relevanz ersichtlich wird. Bei DIC und schweren Leberer-
krankungen kommt es dagegen zu einem massiven Abfall der Antithrombinwerte.
Ebenso sinken die Antithrombin-Spiegel bei Eiweil3verlusten, was wahrscheinlich
die Ursache des erhéhten thrombotischen Risikos bei nephrotischem Syndrom ist
(Hirsch et al. 1994). Auch die Einnahme oraler Kontrazeptiva oder von Ostrogen
bewirkt eine milde Antithrombin-Reduktion (Panicucci et al. 1980, Thaler et Lechner
1981).

Ein hereditarer Antithrombinmangel wird Uber eine Bestimmung der funktionellen
Aktivitat diagnostiziert, da eine alleinige Messung der Antigenkonzentration einen
Typ lI-Mangel nicht erfassen wirde (Willeke et al. 2002).

Ein Antithrombin-Mangel macht eine Antikoagulation mit Heparin wirkungslos
(Montgomery et Scott 1993).

1.4.2.8. Heparin-Kofaktor lI-Mangel

Das Wirkungsprinzip von Heparin-Kofaktor 1l legt die Vermutung nahe, dass ein
Mangel dieses antikoagulatorischen Proteins Uber eine verminderte Inaktivierung
von Thrombin zu einer Dominanz der Gerinnungskaskade gegeniber den anta-
gonistischen Systemen fuhrt und somit ein Thromboserisiko darstellt.

1985 konnten Sie et al. und Tran unabh&ngig voneinander anhand von jeweils einer
untersuchten Familie mit Thromboseneigung einen Heparin-Kofaktor II-Mangel als
autosomal dominant vererbten Gerinnungsdefekt nachweisen. Bertina et al. konnten
1987 in einer Studie keine eindeutige Korrelation zwischen heterozygotem Heparin-
Kofaktor IlI-Mangel und erhéhtem Thromboserisiko finden. Ihren Angaben zufolge
liegt die Pravalenz dieses Gerinnungsdefektes sowohl bei Thrombosepatienten als
auch in der gesunden Bevélkerung bei 1%.

Im Unterschied zum AT-Mangel ist die klinische Bedeutung des Heparin-Kofaktor Il-
Mangels noch weitgehend ungeklart und bedarf noch zahlreicher Untersuchungen
(Mannucci et al. 1987, Conrad et al. 1988).
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1.4.2.9. Dysfibrinogenamie

Qualitative Fibrinogenanomalien werden gewoéhnlich autosomal-dominant vererbt.
Da viele unterschiedliche genetische Mutationen zur Produktion von anorganischen
Fibrinogenmolektlen in der Leber fihren kdnnen, sind die Dysfibrinogenamien eine
heterogenen Gruppe von Klinischen Stérungen. Dysfibrinogendmien kénnen sym-
ptomlos bleiben. Sie kbnnen aber auch eine Blutungsneigung oder rezidivierende
Thromboembolien zur Folge haben (Mc Donagh et Carell 1987). Einige der
Fibrinogenanomalien haben die Potenz, die fibrinolytische Aktivitdten zu verringern

was dann zur thrombotischen Diathese flihren kann (Bauer 1995).

1.4.2.10. Dysplasminogendmie, Hypoplasminogenamie

In Einzellféllen ist eine Dysplasminogenamie oder Hypoplasminogenamie als
Ursache von Thromboembolien beschrieben worden. Die durch die Dysplasmino-
genamie verursachte Stérung des fibrinolytischen Systems verursacht die Throm-

boseneigung (Bauer 1995).

1.4.2.11. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1-Ubersch  uss (PAI 1-Uberschuss)
Plaminogen-Aktivator-Inhibitor wird aus dem GeféaRendothel freigesetzt und fihrt
Uber eine indirekte Hemmung der Fibrinolyse zu einer Hyperkoagulabilitaét mit
Thromboseneigung. Bei einem PAI-Uberschuss handelt es sich meist um eine
erworbene Thrombophilie aufgrund einer generalisierten Endothelschadigung, die
haufig auf den allgemein atherogenen Risikofaktoren wie Nikotin, Hyper-
cholesterinamie, Adipositas, Hypertonie und Diabetes mellitus beruht (Stiko-Rahm
et al. 1990).

Erhohte Werte fir PAI-1 werden in Zusammenhang mit dem Genotyp 4G/4G des
Deletion/Insertion-4G/5G-Polymorphismus beschrieben (Dawson et al. 1991,
Eriksson et al. 1995). Dieser 4G/5G Polymorphismus zeigte Varianten in der
Transkription in Reaktion auf IL-1 in HepG2-Zellen mit einer Erhéhung der PAI 1
Synthese in Zellen des 4G/4G Genotyps (Dawson et al. 1993). Es wurde ange-
nommen, dass die 5G-Seite sowohl einen Verstarker als auch einen Inhibitor bindet,
wahrend die 4G-Seite nur einen Verstarker bindet, so dass im 4G/4G Genotyp eine
héhere Transkription erfolgen kann (Dawson et al. 1991).

Trotzdem wird in homozygoten Tragern des 4G-Allels von Werten berichtet, die im
Vergleich zum 5G/5G Genotyp nur ca. 25% Uber der Norm liegen (Ye et al. 1995,
Ossei-Gerning et al. 1997).
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Insulinresistenz wird heute als bedeutender fur erhéhte PAI 1-Spiegel beschrieben
als genetische Ursachen (Henry et al. 1998).
Ob erhéhte Werte fur PAI-1 mit einem Risiko fiir arterielle oder venése Thrombosen

einhergehen wird widersprichlich diskutiert.

1.4.2.12. Antiphospholipid-Syndrom

Unter einem Antipholipid-Syndrom versteht man den Nachweis zirkulierender Anti-
phospholipidantikérper, die mit thromboembolischen Ereignissen einhergehen.
Dieses Syndrom ist zwar haufig mit Erkrankungen des rheumatischen Formen-
kreises assoziiert (Asherson et al. 1989), kann jedoch auch als ,primares Anti-
phospholipid-Syndrom* auftreten und zahlt mit zu den haufigsten erworbenen Ge-
rinnungsstérungen (Gerber et al. 1990). Man unterscheidet eine Vielzahl von Anti-
phospholipid-Antikdrpern, z.B. Lupus-Antikoagulantien, Anti-Cardiolipin-Antikorper,
die gegen Phopholipidoberflachen gerichtet sind und meist zu einer aPTT-
Verlangerung fuhren.

Thromboembolische Ereignisse treten bei 40% der Patienten mit Antiphospholipid-
antikdrpern und sytemischem Lupus erythematodes (SLE) auf, aber nur bei 12-18%
der Patienten mit Antiphosholipidantikdrpern, die nicht an SLE erkrankt sind (Love et
Santaro 1990).

Die betroffenen Patienten konnen selten Blutungen (eher bei Kindern) oder

Thrombosen erleiden (Pengo et al. 1996, Perona et al. 1995, Muntean et al. 1992).
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1.4.3. Erworbene Risikofaktoren (priméar  nicht-haemo  staseologische

Risikofaktoren)

Einen Uberblick (iber erworbene Risikofaktoren fiir Thrombophilie im Kindesalter
gibt die folgende Tabelle (Nowak-Géttl et al. 2002):

Perinatale Erkrankungen:
Asphyxie, RDS, maternaler Diabetes, neonatale Infektionen, nekrotisierende

Enterokolitis, Dehydratation, Kongenitales nephrotisches Syndrom, Polyzythamie

Medizinische Interventionen:
GefalRkatheter, chirurgische Eingriffe, Transplantationen, Immobilisierung,

Gipsverbande

Akute Erkrankungen:

Trauma, Sepsis, Dehydrierung, akute rheumatische Erkrankungen, nephrotisches
Syndrom, HUS (Hamolytisch urdmisches Syndrom),TTP (Thrombotisch thrombo-
zytopenische Purpura), ALL (Akute lymphoblastische Leukamie)

Chronische Erkrankungen:
Onkologische-, renale-, kardiale- oder chronisch rheumatische Erkrankungen,

Sichelzellandmie, chronisch entzuindliche Darmerkrankung

Medikamente:
E.coli asparaginase, Prednisolon, aktivierte Gerinnungsfaktorkonzentrate, exzessive
Gerinnungsfaktorsubstitution, Heparine, antifibrinolytische Medikamente, orale

Kontrazeptiva
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1.5. Faktor XlI

Ratnof und Colopy berichteten 1955 erstmals lber einen Patienten, Mr. John
Hageman, mit Faktor Xll-Mangel (Ratnof et Colopy 1955). Im Plasma zeigte sich
eine verlangerte aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT). Es wurde das Fehlen
eines Plasmaproteins postuliert, welches zunachst als Hageman-Faktor, spater als
Faktor XIl bezeichnet wurde. Hier wurde erstmals festgestellt, dass das Fehlen von
Faktor XlI nicht assoziiert ist mit spontanen oder exzessiven verletzungsbedingten
Blutungen (Ratnoff et Colopy 1955, Colman 2001). Dies indizierte, dass Faktor XlI
nicht fur die Fibrinbildung erforderlich ist (Gailani et Broze 1991).

Es wurde aber ein erhdhtes Risiko fiur die Entwicklung thromboembolischer
Komplikationen behauptet, wie auch bei dem erstbeschriebenen Mr. Hageman, der
an einer Pulmonalembolie verstarb.

Dagegen wird in neueren Untersuchungen postuliert, dass Faktor XII-Mangel oder
die Inhibition von Faktor XllI moglicherweise eine Strategie zur Pravention von
ischamischen Schlaganfallen und anderen thromboembolischen Erkrankungen
bietet (Renné et al. 2006).

1.5.1. Aktivierung des Faktor XII

Faktor XIlI liegt im Plasma als Zymogenform vor und kann als Proenzym aus dem
Plasma isoliert werden. Es hat eine grofRRe Affinitdt zu negativ geladenen Ober-
flachen. Durch die Bindung an die Oberflache wird die Struktur des Faktor Xli
geéandert und dadurch die Aktivierung des Kontaktsystems initiiert. Der oberflachen-
gebundene FXII initiiert die Umwandlung von Prékallikrein (PK) in das Enzym
Kallikrein (KK).

Der entstehende Faktor Xlla ist an der Aktivierung der Gerinnung, der Fibrinolyse,
des Komplementsystems, des Renin-Angiotensin-Systems und der Freisetzung von
Kinin beteiligt (Kluft et al. 1987).

Durch Bindung an eine negativ geladene Oberflache wird Faktor Xll in seiner
Konformation so geandert, dass er gegeniber seinem Substrat Prakallikrein
proteolytische Aktivitdt entwickeln kann. Der aktivierte Faktor Xl wandelt Faktor XI
in Faktor Xla um, welcher in der Folge Faktor IX zu Faktor IX a aktiviert.

Neben seiner Wirksamkeit im endogenen Gerinnungssystem nimmt Faktor Xlla
durch die Praaktivierung von Faktor VII auch Einfluss auf das exogene Gerinnungs-

system.
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Faktor Xlla ist an der Aktivierung des Fibrinolysesystems beteiligt. Dies erfolgt
einerseits durch die direkte Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin, andererseits
greift Faktor Xlla Uber die Umwandlung von Prakallikrein zu Kallikrein in die
Fibrinolyseaktivierung ein.

Der Ablauf der endogenen Gerinnungskaskade wird durch Phospholipidoberflachen

vermittelt, die Fibrinolyse wird durch die Gegenwart von Fibrin stimuliert.

T, e
O-BD.a - @ ®
| HK | &y [HK |

Oberflache

Abb. 15.6. Interaktion des Kontaktsystems. XIf Faktor XIl, Xlla aktivier-
ter FXII; PK Prakallikrein; KK Kallikrein; HK hochmolekulares Kininogen;
Xl Faktor XI; Xla aktivierter Faktor Xl

Abb. 4: Interaktion des Kontaktsystems. XII Faktor Xll, Xlla aktiviertes FXII; PK
Prékallikrein; KK Kallikrein; HK hochmolekulares Kininogen; XI Faktor XI, Xlla aktivierter
Faktor XI (aus: Mannhalter 2001, S. 128).

1.5.2. Struktur des Faktor XlI

Faktor Xl (F XIl) zirkuliert im Blut als einkettiges Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 76000 Dalton. Es besteht aus 596 Aminoséuren und besitzt
einen Kohlenhydratanteil von 16,8% (Cool et al. 1985).

Das Faktor XII gehort zur Familie der Serin-Proteasen mit der typischen
katalytischen Triade bestehend aus Histidin, Asparaginsaure und Serin (Schldsser
et Engel 1996).

Das Faktor XlI-Molekul ist aus mehreren, auch in anderen Proteinen zu findenden
Doméanen aufgebaut. Innerhalb des Faktor XlI-Molekils wurden sog. Kringel-
domaénen identifiziert, wie wir sie von Prothrombin, Plasminogen oder Gewebeplas-
minogenaktivator (t-PA) kennen. Kringle-Domanen sind Komponenten, welche
haufig in den meisten Proteinen gefunden werden, die in die Fibrinolyse involviert
sind (Magnusson et al. 1976).

Daneben enthalt Faktor XlII, wie viele andere Gerinnungsproteine auch, zwei
Doméanen vom Typ des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF). Faktor XII weist eine
40%ige Sequenzhomologie zu t-PA auf. Weiterhin besitzt Faktor Xl auch Homo-

logien zu den Typ I-und Typ II-Regionen des Fibronektin (Magnusson et al.1976).
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Das Faktor XIlI-Protein wird durch mehrere intramolekulare Disulfidbriicken
stabilisiert. Die fur die Bindung des Faktor XII an eine negativ geladene Oberflache
verantwortliche Region im Molekdl liegt in der aminoterminalen Kette innerhalb der
ersten 28 Aminosauren des Faktor XlI-Molekdls und beinhaltet eine stark hydrophile
Region (mit positiv geladenen Lysinresten), wahrend das carboxyterminale Ende

das enzymatisch aktive Zentrum enthalt (Revak et Cochrane 1976).

Typ-I1-
Daoméne
NH,

EGF-Domane Kringel-
Typ-Il- EGF-Domane Doméne
Domine I .

\ Plasma- \
kallikrein |
; . \ 353
V—R
H
D
Katalytisches Zentrum
S
COOH

Abb.5: Strukturvorschlag fir den humanen Faktor Xll. Die Disulfidbricken sind durch
Querverbindungen dargestellt und sind in Analogie zu Plasmin angeordnet. Die
verschiedenen Doméanen des Faktor Xl (die Typ-I- und Typ-ll-Doméanen des Fibronektin,
die Wachstumsfaktor- oder EGF-Doméane und die Kringel-Domane) sind gekennzeichnet.
Die katalytische Triade Histidin (H), Asparaginsaure (D) und Serin (S) ist gekennzeichnet,
ebenso wir die Kallikreinspaltstelle bei Valin (V) und Asparagin (R ) 353 (Mannhalter 2001,
S. 126)
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1.5.3. Charakterisierung des Faktor Xll-Gens

Das Faktor Xll-Gen wurde 1987 kloniert und sequenziert (Cool und MacGillivray).
Das Gen hat eine GroRRe von ca. zwolf Kilobasen (kB) (Cool et al. 1987) und besteht
aus 14 Exons, unterbrochen durch 13 Introns. Es ist auf dem langen Arm von
Chromosom 5, genauer 5q 33-qter, lokalisiert (Citarella et al. 1988, Royle et al.
1988). Die cDNA ist 2044 Basen lang und besteht aus 49 Basen der 5'-
nichttranslatierten Sequenz, 1845 Basen der aminosdurecodierenden Sequenz und
150 Basen der 3"-nichtkodierenden Sequenz. Die Transkription beginnt 49 Basen
vor dem Translationsinitiationscodon ATG, wie durch S1 Nuclease-Mapping und
Primer Extensionsmethoden bestimmt werden konnte (Cool et MacGillivray 1987).
Auch im Faktor XlI-Gen stellte man, wie schon im Faktor XllI-Protein, eine hohe
Homologie zu Fibronektin und t-PA fest.

Die Aufklarung der Intron-/Exonstruktur des Faktor Xl zeigte eine engere
Verwandtschaft des Faktor XIl mit der Familie der Plasminogenaktivatoren als mit

der Familie der Gerinnungsfaktoren.

1.5.4. Vorkommen und Bestimmung von Faktor XII

Faktor XII findet sich im Plasma und in der interstitiellen Korperflissigkeit. Der
Hauptsyntheseort ist die Leber. Bei Patienten mit Leberzirrhose findet man
reduzierte Plasmaspiegel. Die Ausscheidung erfolgt Uber Nieren und Haut. Die
Halbwertszeit von FXIl betragt 50-70 Stunden. Die Bestimmung der Faktor XIlI-
Aktivitdt und Konzentration erfolgt mittels Gerinnungstest unter Verwendung von

FXII- Mangelplasma.

1.5.5. Mutationen im Faktor XII-Gen

Es wurden verschiedene Mutationen im Faktor Xl festgestellt, die zu einer
Abnahme der Faktor XII Konzentration im Plasma fihren. Bei den Mutationen
handelt es sich in den meisten Fallen um Punktmutationen. Im Kapitel 2 wird die
Faktor XII C46T Mutation beschrieben.



1.6. Fragestellung dieser Arbeit

Bislang sind fir Thrombosen einige Risikofaktoren bekannt. So werden, wie bereits
oben erlautert, die Prothrombinmutation G20210A, die Faktor V G1691A Mutation,
der Protein C/S- bzw. Antithrombinmangel, erhdhte Lp(a)-Werte fur ein erhdhtes

Thromboserisiko verantwortlich gemacht.

Die genaue Rolle des Faktor Xl in der Regulation der Blutgerinnung und in der

Fibrinolyse wird immer noch kontrovers diskutiert.

Im Rahmen dieser Studie wird untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
vendsen thrombotischen Ereignissen im Kindesalter und dem Faktor XII C46T
Polymorphismus bzw. einem Faktor Xl Mangel vorliegt. Dazu werden Kinder mit

einer vendsen Thrombose mit gesunden Kindern im Verhaltnis 1:2 verglichen.

Es ergeben sich fir diese experimentelle Arbeit folgende Fragestellungen:

¢ Besteht ein Zusammenhang zwischen Faktor X1l C46T Genotyp und Faktor XiII
Aktivitat im Kindesalter?

* Besteht eine altersabhéngige Faktor XII-Aktivitat?

e Besteht ein Zusammenhang zwischen erniedrigten Faktor XlI-Plasmaspiegeln
und vendsen Thrombosen im Kindesalter?

« Besteht eine Interaktion des Faktor Xl C46T Polymorphismus und anderen

etablierten Risikofaktoren fiir vendse Thrombosen im Kindesalter?
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Informationen Uber die Studienteilnehmer

Die vorliegende Fall-Kontroll-Studie wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen
Richtlinien, die in der gultigen Version 1964 in der Deklaration von Helsinki
niedergelegt worden sind, durchgefihrt und wurde von der medizinischen

Ethikkommission der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster genehmigt.

2.1.1. Patienten

Es wurden in dieser retrospektiven Fall-Kontrollstudie im Zeitraum von 2000 bis
2004 64 Kinder und Jugendliche Patienten mit einem Lebensalter von 0,1 bis 18
Jahren bei Diagnosestellung einer vendsen Thrombose in die Studie einge-
schlossen. Das mediane Alter bei Diagnosestellung betrug zehn Jahre. 25 (39,1%)
Patienten waren weiblich, 39 (60,9%) mannlich.

Patienten mit gleichzeitigem Vorliegen anderer chronischer Erkrankungen, Leber-
versagen, Sepsis, Tumorerkrankungen, Anwender oraler Kontrazeptiva und
Raucher wurden ausgeschlossen.

Die Diagnose einer vendsen Thrombose wurde (von unabhangigen Radiologen)
anhand von Standardmethoden, wie z. B.: Duplexsonographie, Phlebographie,

Computertomographie oder Magnetresonanztomographie gesichert.

2.1.2. Die Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 126 alters- und geschlechtsgepaarten Kindern. Die
Zuordnung erfolgte unter Beachtung der ethnischen Herkunft. Das mediane Alter
betrug 8,539 Jahre, 51 (40,47%) Individuen waren weiblich, 75 (59,52%) Individuen
waren mannlich. Keines der Kinder hatte jemals ein thromboembolisches Ereignis.
Die Kontrollwerte wurden im Rahmen einer praoperativen Blutentnahme vor einem
chirurgischen Eingriff wie Leistenhernienoperation, Zirkumzision oder Orchidopexie,

zum Teil auch von potentiellen Knochenmarkspendern gewonnen.
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2.1.3. Matching

Es wurden jedem Patienten zwei gesunde Kontrollen zugeordnet nach folgenden

Kriterien (Matching 1:2):

« Ahnliches Alter, nach Mdoglichkeit bei Kindern unter 1 Jahr Alter O +/- 3 Monate,
Kinder Uber 1 Jahr Alter +/- 1 Jahr

¢ Gleiches Geschlecht

* Gleiche ethnische Herkunft

2.1.4. Altersgruppen
Patienten und Kontrollen wurden nach vier Altersgruppen sortiert, die Altersgruppen

wurden folgendermal3en unterteilt:

Alte rsgruppe Alter

Altersgruppe 1 0,1 bis einschlief3lich 1,0 Jahr

Altersgruppe 2 1,1 Jahr bis einschlief3lich 5,0 Jahre

Altersgruppe 3 5,1 Jahre bis einschlief3lich 9,0 Jahre

Altersgruppe 4 9,1 Jahre bis einschlief3lich 18,0 Jahre

Tab. 1: Altersgruppen Faktor XII

Altersgruppe Anzahl der Kontrollen
0,1-12 Monate 24
1,1-5,0 Jahre 20
5,1-9,0 Jahre 19
9,1-18,0 Jahre 63

Tab. 2: Kontrollen Gesamtanzahl n=126

Altersgruppe Anzahl der Kinder mit vendsen Thrombosen
0,1- 12 Monate 13
1,1- 5,0 Jahre 9

5,1- 9,0 Jahre 8
9,1- 18,0 Jahre 34

Tab. 3: Ventse Gruppe Gesamtanzahl n=64
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2.1.5. Schwankungsbreite der Faktor XII-Aktivitat

Es wurden fir die jeweiligen Altersgruppen 1 bis 4 jeweils die 10. Perzentile
festgelegt.

Anhand der Faktor XIlI-Aktivitaten des Kontrollkollektivs wurden die jeweiligen 10.

Perzentile der unterschiedlichen Altersgruppen als Cut offs festgelegt.

Altersgruppe Faktor XII -Aktivitat in IlU/ml <10. Perzentile
0,1- 12 Monate <42
1,1- 5 Jahre <67
5,1- 9 Jahre <57
9,1- 18,0 Jahre <64

Tab. 4: Faktor XlI-Aktivitat in IU/ml unterhalb der 10. Perzentile der jeweiligen Altersgruppe

2.2. Labordiagnostische Untersuchungen

2.2.1. Blutentnahme

Die Blutentnahmen fanden nach elterlichem Einverstandnis und ausfuhrlicher
Information der Eltern Uber die Ziele der Studie statt. Die Blutproben konnten im
Allgemeinen bei routinediagnostischen Untersuchungen gewonnen werden, so dass
keine zuséatzlichen Punktionen erforderlich waren.

Die Blutproben wurden bei akutem Auftreten des thrombotischen Ereignisses und in
einem Zeitraum von 3-6 Monaten nach dem akuten Ereignis durch peripher ventse
Punktion gewonnen und in Sarsted® Monovetten (Sarsted, Numbrecht,
Deutschland) a 3 und 5 ml mit Citrat 3,8% und Blut im Verhaltnis 1:10 asserviert.
Die Blutentnahmen wurden morgens nichtern unter moglichst geringem venésem
Stau durchgefihrt. Direkt nach der Entnahme wurden die Monovetten in Eiswasser
gelegt und bei 4C und 3000g fur 20 Minuten zentrif ugiert. Das plattchenarme
Plasma wurde in polystyrene Réhrchen (NUNC Life Technologies GmbH, Karlsruhe)
pipettiert und bei -80 T (193,15 K) eingefroren. P eripher vendse Blutentnahmen

erfolgten morgens zwischen 8 und 10 Uhr.
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2.2.2. Faktor XII-Aktivitat-Bestimmung

Die Bestimmung der Faktor XIl-Aktivitdten erfolgte mittels der aPTT-basierten
Methode mit Faktor XlI-Mangelplasma von Dade Behring am BCS (Dade Actin-FS,
Dade Behring, Marburg, Germany). Sie erfolgte mindestens acht Wochen nach dem
akuten thromboembolischen Ereignis im Rahmen eines Thrombophiliescreenings
(Faktor V G1691A, Faktor Il G20210A, Antithrombin, Protein C, Protein S, Plasmino-
gen, Lipoprotein(a), Antikardiolipin-Antikorper).

2.3. Genetische Analysen

2.3.1. Blutentnahme fir genetische Analysen

Fur die genetischen Untersuchungen wurde vendses Blut in EDTA-ROhrchen
(Ethylendiamintetraessigsaure) der Firma Sarsted® aus Niimbrecht, Deutschland,
gefillt und zur Zellseparation bei 3000g fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die dabei entstehende mittlere leukozytenreiche Schicht (buffy caot)
wurde bei -70C zur DNA-Extraktion aufbewahrt.

2.3.2. DNA-Isolation mit QIAmp-Saulen aus periphere  n Blutleukozyten

Fur die genetischen Untersuchungen der Faktor XII C46T Mutation wurden
zunachst die DNA des Probenmaterials mit Hilfe eines kommerziellen Standard-
verfahrens (QIAmp Blood Mini Kit®, QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland) extrahiert.
Bis zur labordiagnostischen Untersuchung wurden aliquotierte Plasmaproben bei
-70C, DNS bei -20C gelagert.

Die Isolierung der Nukleinsauren erfolgt nach dem folgenden Prinzip:

Die im Probenmaterial enthaltenen Zellen werden enzymatisch mit Detergenzien
aufgeschlossen. Dazu wird 100 pl Protease in einem Sarstedt®-Réhrchen vorgelegt.
Nach Zugabe von 1000 pul Vollblut aus dem EDTA-R6hrchen und 1000 pl AL-Puffer
werden die Sarstedt Rohrchen gevortext, bis die Lyse erreicht ist (ca. 15 Sek.). Die
Proben werden in einem auf 56C erwadrmtes Wasserbad 10 Minuten inkubiert.
AnschlieRend erfolgt die Zugabe von 1000 ul 96%igem Ethanol.

Um die in der Suspension enthaltenen Zelltrimmer, Proteine und andere nicht
gewilnschte Bestandteile zu entfernen, wird die DNA selektiv an eine Anionen-
austauschermembran an Silikaoberflachen gebunden. Dazu wird 620 pl Lysat auf
eine Saule mit integrierter Anionenaustauschermembran gegeben und zwei Minuten

lang bei 10.000 rpm zentrifugiert.
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Nach Uberfiihrung der S&ule auf ein neues Collection-Tube wird dieser Schritt so
lange wiederholt bis das Lysat aufgebraucht ist, hdchstens jedoch finfmal.

Durch mehrfache Waschschritte wird ungebundenes Material entfernt. Dazu wird die
Saule auf ein neues Tube gestellt und nach Zugabe von 500 pl AW1 Puffer fir zwei
Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wird ein zweites Mal wieder-
holt, dann ein drittes Mal mit AW2-Puffer fur finf Minuten bei 13.000 rpm.

Die anschlieRende Elution der DNA erfolgt durch Zugabe von 200 pl AE-Puffer,
Inkubation bei Raumtemperatur fur funf Minuten und Zentrifugation fir zwei Minuten
bei 10.000 rpm. Dieser Prozess wird mit 100 ul AE Puffer wiederholt. Die
gewonnene gereinigte DNA wird aliquotiert und kann entweder direkt fir eine PCR
verwendet oder bei -80T gelagert werden.

Bei der allelspezifischen PCR wurden zwei getrennte Amplifikationen durchgefihrt,
jeweils eine Reaktion mit Einsatz eines Primers, der nur fir eines der beiden

nachzuweisenden Allele spezifisch war.

2.3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Grundlage nahezu jeder molekularbiologischen Diagnostik ist die Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR).

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode, mit deren Hilfe man selektiv
Abschnitte der DNA in vitro vermehren kann. Dabei werden synthetische
Oligonukleotide als Primer verwendet. Primer bestehen aus 15-30 Nukleotiden, die
komplementar zu einer DNA-Sequenz sind, welche den zu synthetisierenden DNA-
Abschnitt einschliet. Durch Temperaturerhhung auf 94C werden die DNA-
Strange getrennt, Vorwarts- und Ruckwartsprimer kénnen sich als Amplimer an die
komplementaren Abschnitte bei Abklhlung auf die Hybridisierungstemperatur von
ca. 55T anlagern und die hitzestabile Tag-Polymerase — aus Thermophilus
aquaticus — synthetisiert den zur DNA komplementaren Strang bei 72<C. Der Zyklus
aus Denaturierung, Hybridisierung und Elongation wird mehrere Male wiederholt. Ab
dem dritten Schritt entspricht die Lange des synthetisierten DNA-Abschnitts dem
Abstand zwischen den Primern und verlauft von nun an exponentiell zur Zykluszahl.
Zum Gelingen der PCR missen DNA, Tag-Polymerase, Desoxyribonukleotid-
phosphate und ein geeigneter Puffer in einem bestimmten Verhaltnis vorliegen. Die
optimalen PCR-Bedingungen werden fir jedes Primerpaar empirisch ermittelt.
Dabei werden alle Ansatze auf Eis pipettiert, um einen vorzeitigen Start der

Reaktion zu vermeiden.

40



Die als Matrize dienende DNA wird vorgelegt. Die Ubrigen Reaktionssubstanzen
werden in einem Ansatz gemischt und anschlieend auf die Proben verteilt. Als
Negativkontrolle dient ein so genannter Leerwert (Ansatz ohne DNA), der zum

Ausschluss von DNA-Kontamination mitgefuhrt wird. Die PCR erfolgt auf
programmierbaren Thermocyclern mit beheizbaren Deckeln
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Abb. 6: Die Polymerase-Kettenreaktion (MTA-Dialog 2000, S. 120)
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Im Folgenden werden die Schritte einer PCR beschrieben:

Schritt 1: Denaturierung der doppelstrangigen DNA ( dsDNA)
Das Reaktionsgemisch (dsDNA, Primer, Puffer, dNTPs und hitzestabile DNA-
Polymerase) wird auf 95T erhitzt.

Schritt 2: Primer-Annealing

Die Reaktion wird auf die optimale Primerbindungstemperatur heruntergekihilt.

Schritt 3: Extension

Die Temperatur wird auf das Optimum fir den enzymatischen Einbau der dNTPs
durch die DNA-Polymerase eingestellt. Alle Schritte werden, je nach Anwendung,
20-40 Mal wiederholt. Im letzten Zyklus wird der dritte Schritt um einige Minuten
verlangert, damit alle Strange bis zum Ende synthetisiert werden. Der fertige PCR-

Ansatz kann auf 4C heruntergekihlt werden.

Temperatur () Zeit
Denaturierung 94 5 Min.
94 30 Sec.
Hybridisierung 50-60 30 Sec.
Elongation 72 30 Sec.
Finale Synthese 72 5 Min.
Stopp 4 w0

Tab. 5: Standard-PCR-Programm

Das Ergebnis der PCR wird auf einem 4%igen Agarosegel Uberprift. Die PCR-

Produkte kdnnen bei -20 T aufbewahrt werden.

2.3.4. PCR zur Genotypisierung der FXIlI C46T Varian te

1998 identifizierten Kanaji et al. einen Nukleotidpolymorphismus, die Substitution
von 46 Cytosin zu Thymidin im Exon 1 des Faktor Xll-Gens. Dieser Nukleotid-
polymorphismus ist in der 5° nichttranslatierten Region, 4 Basen stromaufwérts vom

Translationsinitierungscodon ATG lokalisiert.

42



Zur schnellen Erkennung der Mutation diente die von Endler et al. 2000 entwickelte
und modifizierte allelspezifische mutationsseperierende Polymerase-Kettenreaktion
(MS PCR), welche die Mutationserkennung erlaubt ohne Restriktionsenyme zu
gebrauchen.
MS-PCR st eine ,Ein-Réhrchen PCR-basierte Methode®, die auf allelspezifischen
Primern beruht, die sich in der Lange der Basenpaare um 8-10 unterscheiden.
Basenfehlpaarungen an bestimmten Positionen der allelspezifischen Primer (unter-
strichen in der unten stehenden Abbildung) wurden bewusst eingefligt, um
Kreuzreaktionen der durch zwei unterschiedliche Allele entstandenen PCR-Produkte
wahrend der PCR- Vervielfaltigung zu minimieren. Ein zusatzlicher Verdau nach der
Amplifikation mittels Restriktionsenzyme ist nicht mehr erforderlich, denn die beiden
Allele kénnen anhand ihrer Lange unterschieden werden. In jeder Probe werden je
nach Genotyp ein oder zwei verschiedene Produkte erzeugt. Die PCR Amplifikation
wurde in Mengen von 50 pl durchgeftihrt.
Auf 35,7 pl destilliertes Wasser kommen 5 ul Puffer, welcher 1,5 mmol/l MgCl,
enthalt. Die MG?#-lonen wirken als Katalysator, da sie von der Tag-Polymerase fiir
den Einbau der dNTPs bendtigt werden. Hinzu kommen 5 pl Desoxyribonukleosid-
triphoshate (dNTPs von Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Des Weiteren werden
jeweils 1 pl eines jeden Primers bendétigt: FXII 46C-forward primer, FXII 46T-forward
primer sowie FXll-reverse primer (alle Tib Molbiol, Berlin, Deutschland). Hinzu
kommen 1,25 U (=0,25 pl) Beckmann Tag und ca. 50 ng DNA.
Es wurden folgende Primer_ verwendet:
. FXII 46C-forward primer (Vorwarts-Primer): 8 pmol, 23 bp

5 -GGC AGC TGG ACC AAC GGA CCG AC-3

(Verdinnung zu 8 pmol/ul: 1:43 >> 10plus 420)
. FXII 46T-forward primer (Vorwarts-Primer): 12 pmol, 32 bp

5-TCC TGG ATA AAC AGC TGG ACC AAC GGA CGA AT-Z

Verdinnung zu 12 pmol/ul : 1:25,5 >> 10 plus 245
. FXIlI-reverse primer (Rickwarts Primer): 10 pmol, 24 bp

5-GAA CAA TCC TGG GAC AAT CCT GGT-3’

Verdinnung zu 10 pmol/ pl:1:34,2 >> 10 plus 332
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1x 30x
Aqua dest. 35,75 ul 1072,5
Puffer 5ul 150
dNTPs (200 plmol/l) 5ul 150
F Xl 46 CF 1pl 30
F Xl 46 TF 1pl 30
FXIIR 1pl 30
Beckmann Taq 0,25pl 7,5
Gesamt 49ul
DNA (50 ng) 1l

Tab. 6: Reaktionsanséatze fur die FXIl MS PCR34

Es wurde jedes Mal ein Ansatz fir 30 Proben vorbereitet. In jedem Experiment
wurde als Positivkontrolle 1 pl DNA eines Individuums mit gesicherter Faktor XlI-
Mutation (TT), 1 ul mit heterozygoter Faktor XlI-Mutation (CT) und eine Wildtypkon-
trolle (CC) hinzugefligt. Eine Kontrolle mit 1 ul destilliertes Wasser statt DNA diente
als Negativkontrolle.

Die Amplifikationen wurden durchgefuhrt in dem eppendorf Mastercycler® gradient.
Einer dreiminitigen Denaturierungsperiode bei 95C folgten 34 thermozyklische
Reaktionen bei 95T Uber eine Minute, 52<C liber zwe i Minuten und 72<C Uber eine
Minute. Es folgten 10 Minuten bei 72C um die Synthese zu komplettieren. Am

Ende wurde der Reaktionsansatz auf 4C abgekunhlt.

Programm: MS FXIl 34

95C 3 min

95C 1 min

52C 2 min 34x
72C 1 min

72C 10 min

4° hold




Fur das Faktor XII 46 C Allel entstand ein Produkt mit einer Lange von 122 bp, fur
das FXII 46 T Allel entstand ein Produkt mit einer Lange von 131 bp.
Diese werden auf einem Polysacharid Gel aufgetrennt, welches Gber 80 Minuten bei

170 V lauft aufgetrennt.

2.3.5. Gelelekrophorese

Nukleinsduren konnen mit der Agarose- bzw. Polyacrylamidgelelektrophorese
aufgetrennt werden, da sie aufgrund ihrer negativen Ladung in einem elektrischen
Feld zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist sowohl von der DNA-
FragmentgroRe der Agarose- bzw. Polyacrylamidkonzentration des Gels als auch
von der angelegten Spannung abhangig. Die DNA-Fragmente werden mit
Ethidiumbromid- oder Sibernitratfarbung sichtbar gemacht.

Ethidiumbromid ist ein planares Kation. Im elektrischen Feld wandert es den DNA-
Fragmenten entgegengesetzt und lagert sich zwischen den gestapelten Basen der
DNA ein. Durch UV-Licht (302 nm) angeregt, fluoresziert es mit einer Wellenlange
von 560 nm. Auf diese Art kann man die DNA-Fragmente lokalisieren, anhand der

GroRRenstandards zuordnen und anschlieRend photographieren.

2.3.6. Agarosegelelektrophorese

Zur Erfolgskontrolle von PCRs verwendet man Agarosegele. Agarose ist ein
lineares pflanzliches Polysaccharid, das nach Aufkochen geliert und netzahnliche
Strukturen ausbildet, durch die DNA-Molekile entsprechend ihrer Gréf3e wéhrend
der Elektrophorese wandern.

In dieser Studie erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 4%igen
Methaphor-Agarosegel, dem 20 pl Ethidiumbromid zugesetzt werden. Die Her-
stellung gestaltet sich wie folgt:

Zunachst wiegt man 8 g Metaphoragarose (MetaPhor® NuSieve Agarose GTX
CAMBREX Bio Science Rockland Inc., Rockland, ME USA; Vertrieb durch Biozym
Hessisch Oldendorf, Deutschland) ab und gibt sie in einen Erlenmeyerkolben. Nun
fligt man 196 ml reines Wasser (Aqua destillata) und 4 ml 50fachen TAE Puffer
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer, SIGMA) hinzu und erhitzt die Mischung unter konstantem
Schwenken, bis sich die Agarose vollstéandig geldst hat. Zu dem abgekihlten Gel
gibt man 20 pl Ethidiumbromid (GelStar® Nucleic Acid Gel Stain von CAMBREX Bio
Science Rockland Inc., Rockland, ME USA; Vertrieb durch Biozym Hessisch
Oldendorf, Deutschland). Ethidiumbromid ist ein lichtempfindlicher Farbstoff, daher
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lasst man das Gel unter einem Pappkarton laufen. Wird das Gel zaher, so gief3t
man die Losung in einen vorbereiteten waagerecht stehenden Gelschlitten, in den
Kamme zur Aussparung von Probentaschen (15 pl Volumen) eingehangt sind.
Nachdem das Gel erstarrt ist, wird es in die mit Laufpuffer (0,5%iger TAE Puffer)
gefullte Gelkammer eingesetzt.

Die fertigen PCR-Produkte werden mit (10 pul) Volumen Puffer versetzt. Dieser erhalt
Ficoll und beschwert die Proben, so dass diese sich gleichméRig in den Geltaschen
verteilen. AuRerdem ist diesem Puffer entweder Xylencyanol oder Bromphenolblau
bzw. beide Farbstoffe gemeinsam zugesetzt. Diese Farbstoffe erleichtern das
Beladen der Geltaschen, wandern ebenfalls zur Anode und ermdéglichen eine
visuelle Kontrolle der zuriickgelegten Laufstrecke. Gleichzeitig mit den Proben wird
ein Langenstandard (kb-Leiter) in eine Geltasche pipettiert.

Die aufgetrennte DNA wurde nach der Elektrophorese auf einem UV-Transluminator

(302 nm) sichtbar gemacht und fotographiert.

131 bp FXIl 46T
122 bp FXIl 46C
CT TT cCC

Abb. 7: Gel-Elektrophorese eines MS PCR Produktes. Die linken Linien zeigen ein
Individuum, welches heterozygot fir FXII C46T ist, die mittlere Linie zeigt die Bande fir eine
homozygoten Faktor X1l TT und die rechte Bande zeigt den Faktor XII 46C Wildtyp. Auf der
rechten Seite sind die Allelen Genotype markiert, links sind die Langen der PCR Produkte

aufgezeigt (aus: Endler at al. 2001, S. 2).
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Abb. 8: unter dem UV-Transluminator sichtbar gemachtes Ergebnis der PCR.

Das PCR-Produkt wird in die Probetaschen pipettiert (oben im Bild). Nach Anlegen
einer Spannung von 170 V fir ca. 120 Minuten sind die DNA-Fragmente abhangig
von ihrer Schwere unterschiedlich weit zur Anode gewandert: Das leichtere PCR-
Produkt mit einer Lange von 122 Basenpaaren, welches dem Allel C entspricht,
wandert schneller und ist als unterer weil3er Querstrich zu erkennen; das schwerere
PCR-Produkt mit einer Ldnge von 131 Basenpaaren, welches dem T Allel
entspricht, wandert langsamer und ist als oberer weil3er Querstrich zu erkennen.
Liegt der homozygote Wildtyp CC vor, so ist nur ein dicker Querstrich unten
(entspricht 2 x C) zu erkennen; liegt ein heterozygoter Mutationstyp CT vor, so ist
ein Querstrich unten (entspricht C) und einer oben (entspricht T) zu erkennen; beim
homozygoten Mutationstyp TT ist ein dicker Querstrich oben zu erkennen
(entspricht 2 x T).
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2.4. Gerate und Chemikalien

2.4.1. Gerate

Folgende Gerate wurden verwendet:

Zentrifuge: Heraeus Instruments Biofuge 13
D-37520 Osterode
Fabr.-Nr.: 224697
Baujahr 1995
Bestell-Nr.: 75003635/01

Wasserbad: Julabo P
Julabo Labortechnik GmbH
D-77960 Seelbach
Messbereich: 0-100C
Baujahr 1985

Vortex: Vortex Genie 2
Scientific Industries Bohemia, N.Y. 11716 USA
Vertrieb: Bender & Hobein AG Zirich
Serien-Nr.: 2-62832
Baujahr 1990

Thermocycler:  eppendorf Mastercycler® gradient
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH
D-22331 Hamburg
Serien-Nr.: 5331 02189

Elektrophorese: Elektrophoresekammer Nautico 2020
Firma Holzel
Sitz der Firma
Consort Power Supply E863
Belgien

UV-Transluminator: CAMAG Reprostar Il

2.4.2. Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien sind an der jeweiligen Stelle unter Angabe des

Namens der Produktionsfirma und ihres Sitzes beschrieben.
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2.5. Statistische Methoden

Fir die statistische Auswertung verwendeten wir das Programm Stat-View Version
5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.5.1. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien

In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wird untersucht, ob eine bestimmte Gen-
sequenzvariante bei Betroffenen haufiger vorkommt als bei Kontrollpersonen. Dazu
wird die Genotypfrequenz in einer Gruppe Betroffener mit der in einer Gruppe Nicht-
betroffener (Kontrollen) verglichen. Die Nullhypothese HO besagt, dass der beo-
bachtete Haufigkeitsunterschied der Genotypwahrscheinlichkeit zwischen den
beiden Gruppen zufallsbedingt ist. Die Alternativhypothese H1 lautet, dass zwischen
der Gruppenzugehorigkeit und der Genotypfrequenz eine statistische Abhangigkeit
besteht.

2.5.2. Nullhypothese- Alternativhypothese

Die Nullhypothese besagt, dass das untersuchte Merkmal keinen Einfluss auf die
untersuchten Zielgré3en hat.

HO: Die Mutation nt C46T der Promotor Region des Faktor XlII-Gens hat keinen
Einfluss auf die Aktivitat des Faktor Xll bzw. die Mutation hat keinen Einfluss auf die
Ausbildung einer venésen Thrombose. Die Alternativhypothese besagt, dass das
untersuchte Merkmal einen Einfluss auf die untersuchten Zielgréf3en hat.

H1: Die Mutation hat einen Einfluss auf die Aktivitdt des Faktor XIl bzw. hat einen
Einfluss auf die Ausbildung einer vendsen Thrombose. Bei zweiseitigem Test
bedeutet dies, dass die Aktivitdt sowohl zu- als auch abnehmen kann durch die
Mutation, bzw. dass die Mutation sowohl vermehrt zu einer Thrombose fihren kann,

als auch vor einer ventsen Thrombose schiitzen kann.

2.5.3. 4- Feldertafel

Die 4-Feldertafel bezeichnet Kreuztabellen absoluter Haufigkeiten bestimmter
Merkmalsauspragungen, in dieser Studie betrifft dies das Vorhandensein des
Merkmals TT=1, was bedeutet homozygote Mutation bei Nukleotid 46 der
Promoterregion des Faktor XII, Faktor XII Konzentration unterhalb der 10. Perzentile
der entsprechenden Altersgruppe und die Zugehorigkeit zur Patienten oder zur

Kontrollgruppe.
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Diese Merkmale werden in zweidimensionalen Tafeln dargestellt. Die statistische
Auswertung einer 4-Feldertafel erfolgt anhand des Chi-Quadrat-Tests oder des

Fisher's exact test.

2.5.4. Chi-Quadrat-Test

Zur Berechnung, ob der gefundene Zusammenhang zwischen zwei Variablen auf
Zufall oder auf einer Systematik beruht, verwendet man den Chi-Quadrat-Test.
Dabei wird ein p-Wert festgelegt. Ist p < 0,05, so ist das Ergebnis signifikant, man
kann von einem systematischen Zusammenhang zwischen den untersuchten
Variablen sprechen. Ist p = 0,05, so ist das Ergebnis nicht signikant; der scheinbare
Zusammenhang zwischen den untersuchten Variablen beruht auf Zufall.

Der Chi-Quadrat-Test wird fir groRe n angewendet. Der Fisher’'s exact test  wird

fur kleine n angewendet.

2.5.5. Fisher’s exact test

Mit diesem Test, der im Unterschied zum Chi-Quadrat-Test auch fir kleine
Stichproben exakte Daten liefert, kébnnen Nominaldaten (relative HAaufigkeiten)
zweier unabhangiger Stichproben miteinander verglichen werden. Er kommt dann

zur Anwendung, wenn in einem Feld der 4-Feldertafel ein Wert kleiner 5 vorkommt.

2.5.6. Odds Ratio

Die Odds Ratio (OR) kann als ungefahre Naherung fur das relative Risiko gelten,
wenn das Basisrisiko des Zielereignisses in der Bevolkerung klein ist. Als Mal3 fir
den Zusammenhang zwischen der Expositon und dem Zielereignis verwendet man
bei Fall-Kontroll-Studien die OR.

Sie vergleicht im Gegensatz zu dem relativen Risiko keine Wahrscheinlichkeiten

sondern Chancen. Es kann drei Ergebnisse fur die OR geben:

OR = 1 - kein Einfluss (hier: Mutation hat keinen Einfluss auf Zielgré3en)
<1 - Mutation wirkt schadigend (hier: Aktivitat] bzw. Thromboserisiko?)

> 1 - Mutation wirkt schiitzend/praventiv (hier: Aktivitatt bzw. Thromboserisiko|)

Das Konfidenzintervall besagt, dass die errechnete OR mit 95%iger Wahrschein-
lichkeit tatséchlich innerhalb der errechneten Grenzen liegt, z.B. 95% KI: OR= 1,5
[1,2-1,8].
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Ist die OR=1, so gilt die Nullhypothese, ist die OR # 1, so wird die Nullhypothese

verworfen, es gilt dann die Alternativhypothese.

2.5.7. Logistische Regression

Die logistische Regression ist eine Methode um Probleme zu analysieren, die eine
oder mehrere unabhangige Variablen beinhalten, die das Ergebnis bestimmen. Das
Ergebnis wird dabei anhand einer dichotomen Variablen gemessen (die Variable
kann nur 2 verschiedene Werte annehmen, hier gilt: 0=Merkmal nicht vorhanden,
1=Merkmal vorhanden).

Das Ziel der logistischen Regression ist es, das am besten passende Modell zu
finden, um die Beziehung des anhangigen (hier: Kontrollgruppe/Gruppe der
vendsen Thrombosen) von der/den unabhangigen Variablen (hier: Faktor Xl C46T
Polymorphismus bzw. Faktor XII-Aktivitat unter der 10. Perzentile ja/nein) zu

beschreiben, so genannter “goodness of fit-Test R quadrat.

2.5.8. Cut-off-Klassifikation
Faktor XlI-Konzentrationen unterhalb der 10. Perzentile der jeweiligen Altersgruppe

wurden als Cut-offs festgelegt.

2.5.9. Wilcoxon-Mann-WhitneyU-Test
Evaluationen und Vergleiche zwischen Patienten und Kontrollen werden mit dem
Mann-WhitneyU-Test (zwei Gruppen) oder falls erforderlich mit dem Kruskal-Wallis

Test (> 2 Gruppen) durchgefiihrt.
2.5.10. Kruskal-Wallis-Test

Mit dem Test nach Kruskal-Wallis werden die Mittelwerte der Faktor XlI-Aktivitaten

in den unterschiedlichen Altersgruppen (> 2 Untergruppen) verglichen.
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3.  Ergebnisse

3.1. Etablierte prothrombotische Defekte

Bei 39 (60,9%) Patienten mit vendsen Thrombosen kann mindestens ein einzelner
etablierter prothrombotischer Risikofaktor ausgemacht werden. So finden sich bei
zwolf Patienten eine Faktor V G1691A Mutation (18,8%). Eine Differenzierung
zwischen einer homozygoten und heterozygoten Faktor V G1691A Mutation wurde
nicht vorgenommen. Bei 23 Patienten (35,9%) liegt eine Lipoprotein(a) Erhdhung
uber 30 mg/dl. Die Prothrombinmutation haben drei Patienten (4,6%). Bei drei
Patienten findet sich ein Antithrombinmangel (4,7%), ein Patient (1,6%) mit Protein
C- und sechs Patienten mit Protein S-Mangel (9,4%). Bei acht (12,5%) Patienten
kénnen Kombinationen von verschiedenen Risikofaktoren (FV-, PT-Mutation, AT-,
PC-, PS-Mangel, Lp(a)-Erh6hung) gefunden werden.

In der Kontrollgruppe der 126 Kinder ohne Thrombosen kann bei 23 Individuen
(18,25%) mindestens ein einzelner prothrombotischer Risikofaktor, der mit vendsen
Thrombosen assoziiert ist, festgestellt werden. Bei den Kontrollen liegt folgende
Verteilung der Risikofaktoren vor: zwolf (9,5%) mit Faktor V G1691A Mutation, zwei
(1,6%) mit Prothrombin G20210A Mutation, jeweils einer mit Antithrombin- und
Protein S-Mangel (0,8%), kein Kind mit Protein C-Mangel, zwolf Kinder mit
Lipoprotein(a)-Erhdhung tber 30 mg/dl (9,5%).

Die Wahrscheinlichkeiten fur das Auftreten einer Thrombose bei Vorliegen eines
etablierten Risikofaktors wurde in dieser Studie nicht einzeln berechnet. Dies wurde
bereits in vorangegangenen Studien bei Kindern gezeigt. Fur alle hier untersuchten
prothrombotischen Risikofaktoren gilt, dass die OR bei den Patienten mit spontanen

Thrombosen hoher liegen, als bei den Kontrollen.

3.2. Faktor XllI-Aktivitat

3.2.1. Faktor XlI-Aktivitat in den jeweiligen Alter  sgruppen

Nach Einteilung der Faktor XlI-Aktivitat in verschiedene Altersgruppen (1-4) zeigt

sich kein signifikanter Unterschied bei beiden Gruppen (Kruskal-Wallis-Test,
p-value: 0,0923).
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# Groups 4
# Ties 49
H 6,434
P-Value 0,0923
H corrected for ties 6,436
Tied P-Value 0,0922
Count Sum Ranks | Mean Rank
1 37 2792,000 75,459
2 28 2957,000 105,607
3 27 2782,500 103,056
4 95 9046,500 95,226

Tab. 7: Kruskal-Wallis Rank Info for Faktor XlI; Grouping Variable: FXII Altersgruppe

Box Plot
Grouping Variable(s): FXI Altersgruppe, Gruppe

Faktor XII
]
e

8

Z ﬁmi

1 kontro 1, vends 2 kortro 2, vends 3 kontro 3, vends 4, kontro 4, vends



Box Plot
Grouping Variable(s): Gruppe
Split By: FXII Altersgruppe

kontro vends

Abb. 9: Box-Plot

Verteilung der medianen Faktor XlI-Aktivitdt sowie der Streubreite der jeweiligen
Altersgruppen (1-4) bei der Kontrollgruppe (kontro) und der Patientengruppe
(venos). Es besteht keine Altersab- hangigkeit der Faktor XII-Aktivitat.

Bei den 64 Kindern, die an einer venésen Thrombose erkrankt gewesen waren, war
der Medianwert von Faktor Xl etwas hoher als bei den Kontrollkindern. Bei den
erkrankten Kindern betrug die Faktor Xll-Aktivitdt von 33 bis 182% bei einem
Medianwert von 90,1%. In der Kontrollgruppe lagen die Werte zwischen 36 und
141% bei einem Medianwert von 86,4%.

Es besteht kein signifikanter Unterschied der Medianwerte der Kinder mit vendsen

Thrombosen im Vergleich zum Kontrollkollektiv (vgl. Abbildung Nr. 10).
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Abb. 10: Medianwerte und Streubreite der Faktor XlI-Aktivitdt der Kontrollgruppe

(kontro) und der Kinder mit vendsen Thrombosen (venos).

3.3.  Zusammenhang Faktor XIl C46T Genotyp und Fakto r Xll-Aktivitat

unterhalb der 10. Perzentile

In der Gesamtstudienpopulation haben 176 Individuen den Genotyp CC oder CT,
insgesamt haben 170 Individuen keine erniedrigte Faktor XlI-Aktivitat unterhalb der
10. Perzentile. 167 Individuen haben den Genotyp CC oder CT und haben eine
Faktor XlI-Aktivitdt oberhalb der 10. Perzentile. Neun Individuen von 176 haben den
Genotyp CC oder CT und haben eine Faktor Xll-Aktivitat unterhalb der 10.
Perzentile.

Drei Individuen haben den Genotyp TT und eine Faktor XII-Aktivitdt oberhalb der 10.
Perzentile. Sieben Individuen haben den Genotyp TT und gleichzeitig eine Faktor
XIl-Aktivitat unterhalb der 10. Perzentile.

Die Homozygatie fir die Faktor Xl TT Variante geht signifikant mit einer Abnahme
der Faktor XlI-Aktivitdt unterhalb der 10. Perzentile einher, der Fisher's exact p-
Value betragt <0,0001. Diese Daten bestatigen die bereits in der Literatur
festgestellte Korrelation zwischen dem Faktor Xl 46C/T Polymorphismus fir den
Faktor XII TT Genotyp und der erniedrigten Faktor XII-Aktivitdt im Plasma.

Es besteht eine statistisch signifikante Assoziation zwischen Genotyp und Werten
der Faktor XlI-Aktivitat unterhalb der 10. Perzentile.
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Faktor XIl | Faktor XII Gesamt

> 10. Perzentile < 10. Perzentile

0 1
Faktor XII CC/CT 167 9 176
Faktor XII TT 3 7 10
Gesamt 170 16 186

Tab. 8: Haufigkeiten fur Faktor XIl TT=1, Faktor XIl < 10. Perzentile, Fishers exact p-value
betragt <0,0001

3.4. Pravalenz des FXII C46T Polymorphismus

Die Genotypen und Allelfrequenzen bei Patienten und Kontrollen zeigt die folgende
4-Feldertafel:

Gruppe TT Gesamt
0 1
Kontro llen 120 6 126
95,2% 4,8% 100%
Vendse 57 4 61
Thrombosen 93,4% 6,6% 100%
Gesamt 177 10 187

Tab. 9: Homozygotie fiur Faktor XII C46T Polymorphismus im Bezug auf die
Gruppenzugehdrigkeit (Kontrollen/Kinder mit vendsen Thrombosen), der Fisher's exact

p-value betragt: 0,7306

Bei den 61 Patienten mit einer vendésen Thrombose haben vier Kinder eine Faktor
XII TT Mutation (6,55%). Bei den 126 Kindern aus der Kontrollgruppe haben sechs
Kinder eine Faktor XII TT Mutation (4,76%).

Die Pravalenz der T/T Homozygoten betragt sechs (4,76%) bei den Kontrollen. Die

Pravalenz der T/T Homozygoten betrégt vier (6,55%) bei den Patienten.
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Der Fisher's exact p-value betragt 0,7306, bei einem angenommenem Signifikanz-
niveau von p< 0,05 besteht demnach keine Signifikanz.
Der Faktor XIl TT Genotyp ist im Fallkollektiv im Vergleich zum Kontrollkollektiv

nicht signifikant erhoht.

3.5. Haufigkeit des FXIl C46T Polymorphismus im Bez ug auf
Individuen mit Faktor XIl-Aktivitat unterhalb der 1 0. Perzentile

Zur weiteren Analyse wurden die Individuen mit Faktor XllI-Aktivitat unterhalb der 10.
Perzentile und die Haufigkeit von FXIlI C46T Polymorphismus betrachtet.

In der Kontrollgruppe haben zehn Individuen (8%) eine Faktor XlI-Aktivitat unterhalb
der 10. Perzentile. In der Patientengruppe haben sechs Individuen eine Faktor XII-
Aktivitat unterhalb der 10. Perzentile (9,4%).

Die Erniedrigung der Faktor XIll-Aktivitat unterhalb der 10. Perzentile ist im
Patientenkollektiv nicht signifikant erhoht gegentber dem Kontrollkollektiv. Das

Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests betragt 0,7856, demnach besteht keine Signifikanz.

Gruppe Faktor XII < 10. Perzentile Gesamt
0 1

Kontrollen 115 10 125

Vendse Thrombosen 58 6 64

Gesamt 173 16 189

Tab. 10: Haufigkeiten der Faktor XII-Aktivitdt unterhalb der 10. Perzentile bei Kontrollen und

venosen Thrombosen
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Tabelle 11: Charakteristika der Patienten und Kontr

ollen

Charakteristika Kinder mit vendsen | Kontrollgruppe
Thrombosen
n=64 n=126
Geschlechter und Altersverteilung
Alter bei Blutentnahme: 10 (0,1-18) 9,5(0,1-18)
Median in Jahren
Geschlecht mannlich: Anzahl (%) 39 (60,9) 75 (59,5)
Risikofaktoren
FV G1691A: Anzahl (%) 12 (18,8) 12 (9,5)
Prothrombin G20210A: Anzahl (%) | 3 (4,6) 2(1,6)
Antithrombin-/Protein C-/Protein S- | 3/1/6 1/0/1
Mangel: Anzahl 3 AT-Mangel 1 AT-Mangel

1 Protein C-Mangel
6 Protein S-Mangel

1 Protein S-Mangel

LP(a) > 30 mg/dl: Anzahl (%) 23 (35,9) 12 (9,5)
Medianwertwert der Faktor XII- | 90,1 86,4
Aktivitat

Faktor XlI-Aktivitat (min-max) 33-182 36-141
Faktor Xl <10. Perzentile: Anzahl | 6 (9,4) 10 (7,9)
(%)

Faktor XIl Genotyp CC: Anzahl (%) | 29 (47,5) 60 (47,6)
Faktor XIl Genotyp CT: Anzahl (%) | 28 (45,9) 60 (47,6)
Faktor XIl Genotyp TT: Anzahl (%) | 4 (6,5) 6 (4,7)
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3.6. Zusammenhang zwischen FXIlI-Mangel und anderen etablierten
Defekten in Bezug auf ein thromboembolischen Ereign 5

Um zu beurteilen, ob ein Faktor Xl C46T Polymorphismus und etablierte
prothrombotische Risikofaktoren unabhangig voneinander sind, wurde der Faktor XII
C46T Polymorphismus, die Faktor V G1691A-Mutation, Protein C, Protein S,
Antithrombin und Lipoprotein(a) > 30 mg/dl multivariat analysiert (logistisches Re-

gressionsmodell).

Etablierte prothrombotische vendse Thromb osen

Defekte Odds Ratio 95%Cls (p-values)
* FV G1691A OR: 7
* Fll G20210A 95% Konfidenzintervall (3,5-14)

« Lipoprotein(a) > 30 mg/dl | P<0,0001
e AT-, PC-, PS-Mangel

Tab. 12: Etablierte prothrombotische Risikofaktoren bei Kindern bei Erstauftreten einer

venodsen Thrombose

Bei Vorliegen von einem oder mehreren der oben genannten etablierten Defekte
besteht ein 7fach erhdhtes Risiko ein thrombotisches Ereignis zu erleiden (OR: 7,
95%, CI [3,5-14], p<0,0001).

Der Faktor Xl TT Genotyp spielt im Zusammenhang mit etablierten

prothrombotischen Risikofaktoren keine Rolle fir die Ausbildung einer ventsen
Thrombose (OR: 1,5/95%, CI [0,4-6,7], p-value: 0,5260).
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3.7.  Faktor XII TT in Kombination mit etablierten p  rothrombotischen
Risikofaktoren

Neben Faktor XII TT wiesen zwei Kinder mit einer venésen Thrombose gleichzeitig
mindestens einen etablierten prothrombotischen Risikofaktor auf (von insgesamt
vier Kindern mit dem Faktor XII TT Genotyp). Ein Kind aus der Gruppe mit vendsen
Thrombosen wies neben dem Faktor Xl TT Genotyp gleichzeitig eine Faktor V
G1691A Mutation auf, ein zweites Kind wies als etablierten prothrombotischen
Risikofaktor gleichzeitig eine MTHFR-Mutation auf.

Die beiden anderen Kinder mit venéser Thrombose und dem Faktor XIl TT Genotyp
wiesen keinen etablierten prothrombotischen Risikofaktor auf.

Von den sechs Kindern mit dem Faktor XIl TT Genotyp wies nur ein Kind gleich-
zeitig prothrombotische Risikofaktoren auf, wobei bei diesem Kind gleichzeitig
mehrere etablierte Risikofaktoren, wie Lipoprotein(a) > 30mg/dl, MTHFR-Mutation
sowie eine Faktor V G1691A Mutation nachgewiesen werden, ohne dass ein
thromboembolisches Ereignis zum Zeitpunkt der Blutentnahme vorlag.

Bei den ubrigen funf Kindern mit dem Faktor XII TT Genotyp bestand kein etablierter

prothrombotischer Risikofaktor.

3.8. Zusammenhang zwischen Faktor XlI-Aktivitat <1 0. Perzentile und

etablierten Defekten

189
Count
# Missing 1
# Response Levels 2
# Fit Parameters 3
Log Likelihood -103,874
Intercept Log Likelihood -120,982
R Squared 0,141

Tab. 13: Logistic Summary Table for Gruppe
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Coef |Std. Error | Coef/[SE | Chi- P-Value |Exp(Coef) |95% 95%
Square Lower | Upper
venos: -1,402 0,227 -6,176 38,144 | <0,0001 0,246| 0,158| 0,384
constant
Faktor XIl -0,063 0,604 -0,105 0,011| 0,9163 0,939| 0,288| 3,064
<10th: 1
Defekte 1,973 0,346 5,598 | 31,342| <0,0001 6,938| 3,521 | 13,669
etabliert 2:1
Tab. 14: Logistic Model Coefficients Table for Gruppe
187
Count
# Missing 1
# Response Levels 2
# Fit Parameters 3
Log Likelihood -100,143
Intercept Log Likelihood | -118,082
R Squared 0,152
Tab. 15: Logistic Summary Table for Gruppe
Coef |Std. Error | Coef/[SE | Chi- P-Value |Exp(Coef) |95% 95%
Square Lower |Upper
1: -1,578 0,244 -6,454 | 41,652 | <0,0001 0,206 | 0,128| 0,333
constant
Faktor XIl 0,564 0,593 0,951 0,905| 0,3415 1,757| 0,550| 5,614
<10th: 1
Gruppe: 1,973 0,349 5,651 | 31,934| <0,0001 7,194 | 3,626 | 14,263
venos
Tab. 16: Logistic Model Coefficients Table for Defekte etabliert 2

Faktor XII-Mangel unterhalb der 10. Perzentile hat keine Auswirkung auf das Throm-

boserisiko.
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4, Diskussion

Ein Hauptanliegen der Gen-Ara ist es, DNA-Polymorphismen zu identifizieren, die
verantwortlich sind fir komplexe Erkrankungen. Die Genloci zu identifizieren,
welche verantwortlich sind fur komplexe Phanotypen, soll uns helfen diese
Erkrankungen zu verstehen und neue Ziele fur klinische Interventionen zu schaffen.
In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl hereditarer hamostatischer Anomalien
entdeckt, die zu einem erhghten Risiko venéser Thrombosen fuhren.

Es wurde in Studien gezeigt, dass Faktor V-G1691A Mutation, die Prothrombin
G20210A Mutation, der Antithrombinmangel, der Protein C/S-Mangel und erhdhte
Lipoprotein(a)-Werte ein Risiko fir venése Thrombosen auch wahrend des Kindes-

und Jugendalters sind, insbesondere bei der Kombination mehrerer Risikofaktoren.

In dieser hier vorliegenden Fall-Kontroll-Studie wird der Zusammenhang zwischen
dem C46T Polymorphismus im Faktor XII Gen und das Risiko fir vendse
Thrombosen bei Kindern und Jugendlichen untersucht. Bisher haben sich die
Studien Uber den Faktor Xl C46T Polymorphismus auf Erwachsene konzentriert.
Klinische Studien zu Faktor XII C46T Polymorphismus im Kindesalter liegen bislang
nicht vor. Die im Folgenden diskutierten Ergebnisse anderer Studien beziehen sich

daher nur auf Erwachsene.

4.1. Pravalenzen des Faktor XII C46T Polymorphismus

Die Haufigkeit des Faktor XII C46T Polymorphismus bei den Patienten liegt in der
hier vorliegenden Studie fur den Genotyp TT bei 6,5%. Im Vergleich dazu sind 4,7%
der gesunden Kontrollen Trager des Faktor XIl TT Genotyps. Der Fisher's exact p-
value betragt 0,7306, demnach besteht keine Signifikanz.

Die Haufigkeit der heterozygoten Trager des Faktor Xl C46T Polymorphismus
betragen hier im Patientenkollektiv 28 (45,9%). 29 (47,6%) tragen den Faktor XII CC
Genotyp. Im Vergleich dazu tragen 60 (47,6%) der Gesunden den Faktor XIl CT
Genotyp und 60 (47,6%) den Faktor Xl CC Genotyp. Damit konnte kein signifi-
kanter Unterschied zwischen dem Faktor XlI C46T Polymorphismus bei gesunden
Kindern und Kindern mit vendsen Thrombosen nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass kein Zusammenhang zwischen dem Faktor Xl C46T

Polymorphismus und dem Auftreten von Thrombosen im Kindesalter besteht.

62



In der Literaturtibersicht zeigt sich, dass in der Regel in der Normalpopulation die
Haufigkeiten des Faktor XII CC und CT Genotyps von der hier vorliegenden
Verteilung abweichen. Der Wildtyp tritt in einer gesunden Normalpopulation deutlich
haufiger auf als der CT Genotyp. Warum die Préavalenz des CC und CT Allels in der
hier vorliegenden Studie in beiden Gruppen fast gleich ist, ist unklar. Dies kénnte mit

der relativ kleinen Fallzahl in Kontroll- und Patientengruppe zusammenhéngen.

Endler et al. fanden 2000 bei 100 gesunden Neugeborenen einer mittel-
europdaischen Bevolkerung 64% homozygote Trager des Wildtyps FXIlI 46C Allel.
29% waren heterozygot fur FXII C46T und 7% waren homozygot fir FXII 46T.

Das Verhaltnis der homozygoten Faktor XII 46T-Mutation zu CC/CT entspricht in
etwa der Verteilung im Kontrollkollektiv der hier vorliegenden Studie. Die Pravalenz
der Trager des homozygoten T Allels entsprechen hier in beiden Gruppen den

Untersuchungen von Endler et al.

Die Haufigkeit des Mutationstyps entspricht vorangegangenen Studien. In einer
Untersuchung von Kohler et al. 1997 waren 7% aller untersuchten Subjekte

(Patienten und Kontrollen, n=451) homozygot fur das T Allel.

Die Pravalenz des Faktor XIl TT Genotyp liegt in der Studie von Tirado et al. bei
6,0% (95% CI: 3,4-9,7%) der untersuchten Patienten und bei 2,0% (95% CI: 0,7-
4,6%) der Kontrollen (Tirado et al. 2004).

Die relative Haufigkeit dieses Gerinnungsdefektes in der Normalbevolkerung wird

zwischen 1,5% und 3,0% angegeben (Halbmayer et al. 1994)

4.2. Zusammenhang zwischen Faktor XII C46T Polym orphismus und
Faktor XII-Aktivitat

In dieser Studie wurde in der Gesamtpopulation gezeigt, dass ein Zusammenhang
zwischen dem Faktor XIl TT Genotyp und erniedrigter FXII-Aktivitat unterhalb der
10. Perzentile besteht. Der Fisher's exact p-value betragt p < 0,001. Damit werden
die Ergebnisse friiherer Studien bei Erwachsenen bestatigt. Es ist bereits bekannt,
dass der homozygote Faktor Xll C46T Polymorphismus mit erniedrigter Faktor XlI-
Aktivitdt einhergeht. Hervorzuheben ist, dass die Ergebnisse dieser Studie diesen
Zusammenhang auch bei Kindern weiter untermauern konnten.
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Eine kontinuierliche Abnahme der Faktor XllI-Aktivitat von CC Uber CT nach TT
wurde erstmals durch Kanaji et al. 1998 bei Orientalen beschrieben. Kanaji et al.
haben signifikante Unterschiede der Faktor XlI-Aktivitaten bei gesunden Personen
bei den drei verschiedenen Alleltypen festgestellt. Folgende Plasma-Konzentra-
tionen wurden festgestellt: CC 170 (+/- 38%), CT 141 (+/- 29%), TT 82 (+/-19%).
Patienten mit dem TT Genotyp hatten die niedrigsten Faktor XlI-Konzentrationen.
Es wurde in dieser in vitro Transkriptions-/Translationsstudie gezeigt, dass die
verringerte Faktor XlI-Aktivitdt durch eine verringerte Translationsrate beim Faktor
XII 46T-Allel zustande kommt und nicht durch eine Veranderung der Transkriptions-
rate. Die Menge des translatierten Produktes von Faktor XlIl 46C ist dreimal héher
als die von Faktor XIlI 46T. Die Arbeitsgruppe vermutete ein weiteres Initiations-
ATG-Codon, welches urséchlich ist fur die Verringerung der Faktor Xll-Konzen-
tration. Die Initialstudie von Kanaji et al. war familienbezogen, es wurde gezeigt,
dass dieser Polymorphismus die Genexpression beeinflusst. Damit ware dieser
Polymorphismus der erste Fall, bei dem durch die Nachbarschaft zu einem
Initiations-ATG-Codon die Translationseffizienz reduziert und die Plasma-

konzentration des Translationsproduktes reguliert werden.

Auch in der Studie von Endler et al. 2000 wurde eine strenge Assoziation des FXI|
46 T Allels mit reduzierter Faktor XlI-Plasmaaktivitat bei der Population Osterreichs,
welche Mitteleuropa représentiert, festgestellt. Individuen mit homozygotem FXII
46C Genotyp zeigten eine durchschnittliche Konzentration von 1,17 U/ml (+/-0,31
U/ml), Individuen mit heterozygotem FXII C46T Genotyp zeigten eine durch-
schnittliche Konzentration von 0,70 U/ml (+/-0,31 U/ml), Individuen mit homo-

zygotem FXII 46T Genotyp zeigten eine Konzentration von 0,44 U/ml (+/-0,10 U/ml).

Weiterhin fanden Kohler et al. 1999 Ubereinstimmende Resultate bei der britischen

Bevolkerung.

Auch in anderen vorangegangenen Untersuchungen wurde ein klarer und strenger
Zusammenhang zwischen dem Faktor Xl C46T Polymorphismus und Faktor XlI-
Konzentrationen belegt (Soria et al. 2002, Zito et al. 2000, Ishii 2000, Tirado et al.
2004).

Gordon et al. haben 1981 festgestellt, dass Faktor Xll-Konzentrationen bei

Orientalen deutlich niedriger sind als bei Kaukasiern. Die Arbeitsgruppe von Kanaji
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hat gezeigt, dass die Pravalenz des T Allels bei Orientalen 73% betragt. Im
Vergleich hierzu betragt sie nur 20% bei Kaukasiern. Dies ist eine mdgliche
Erklarung fur die unterschiedlichen Faktor XlI-Konzentrationen bei diesen beiden

ethnischen Gruppen.

4.3. Die Bedeutung des Faktor XlI-Mangels

Die Bedeutung des Faktor XlI-Mangels, insbesondere als thrombophile Gerinnungs-
stérung, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die mdgliche Beziehung
zwischen Faktor XlI-Mangel und einer venésen Thrombose wurde, wie bereits oben

genannt, erstmals durch die Publikation von Ratnoff et al. 1955 beschrieben.

Der erstbeschriebene Faktor XlI-Mangelpatient Mr. Hageman verstarb an einer
Pulmonalembolie (Ratnoff et al. 1955). Der Faktor XlII-Mangel schiitzte ihn nicht
davor eine Thrombose zu erleiden (Ratnoff et al. 1968). Patienten mit Faktor XII-
Mangel wurden hauptséchlich dadurch identifiziert, dass eine verlangerte Thrombo-
plastinzeit vor einer geplanten Operation vorlag (verlangerte aPTT). Es ist hervor-
zuheben, dass Faktor XlI-Mangelpatienten keine erhohte Blutungsneigung haben
bzw. dass Faktor XlI-Mangel nicht mit spontanen Blutungen oder verletzungsbedingt
verstarkten Blutungen assoziiert ist. Daraus wurde geschlossen, dass Faktor Xl

nicht fur die eigentliche Hamostase erforderlich ist.

Die Beobachtung, dass Faktor Xl an der Aktivierung des fibrinolytischen Systems
beteiligt ist, fihrte zu der Hypothese, dass partieller oder schwerer Faktor XII-

Mangel zu einer Thromboseneigung fuhrt (Levi et al.1992).

Einzelne Fallbeschreibungen wie Barcat et al. 2001, Castaman 1996 und Foncea
et al. 2001 wiesen auf einen Zusammenhang zwischen systemisch thromboembo-

lischen Ereignissen und einem Faktor XlI-Mangel hin.

Auch aufgrund von Beobachtungen der Arbeitsgruppen von Goodnough und
Halbmayer wurde eine Beteiligung des FXIl bei der Thrombophilie in Betracht
gezogen. So fanden Goodnough et al. 1983 bei einer Untersuchung von 121 FXII-
Mangelpatienten eine 8%ige Haufigkeit thrombotischer Komplikationen bei diesen

Patienten.

65



In einer Folgeuntersuchung stellten Halbmayer et al. 1992 eine erstaunlich hohe
Pravalenz von verminderten FXII-Konzentrationen bei Patienten mit arteriellen
Thrombosen und/oder Myokardinfarkt fest. So konnten Halbmayer et al. bei 15 von
103 Patienten mit rezidivierenden arteriellen und venésen Thrombosen einen Faktor

XlI-Mangel nachweisen.

Dahingegen konnten gréf3ere Studien einen solchen Zusammenhang nicht eindeutig
statistisch belegen (Koster et al. 1994, Zerleeder et al. 1999). In der Leiden
Thrombophilia Studie von Koster et al. 1994 wurden Faktor XlII-Konzentrationen bei
Patienten mit venésen Thrombosen im Vergleich zu gesunden Kontrollen unter-
sucht. Hier wurde gezeigt, dass die Haufigkeit erniedrigter FXII-Konzentrationen bei
Patienten mit vendsen Thrombosen genauso haufig wie bei gesunden Kontrollen
vorkommt. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangen Zerleeder et al. Sie veroffentlichten
1999 eine Untersuchung an 65 Patienten aus 12 Familien mit bekanntem Faktor XII-
Mangel. Die Studie zeigte, dass diese Patienten nicht haufiger an systemischen
thromboembolischen Ereignissen litten, als dies bei den Familienangehdrigen ohne
Faktor XlI-Mangel der Fall war. Andere Studien fanden ebenfalls keine Assoziation
zwischen einem teilweise oder schwerem Faktor XlI-Mangel und dem Auftreten
vendser Thrombosen bei Familien mit hereditarem Faktor XII-Mangel (LA&mmle et al.
1991, Rodeghiero et al. 1992).

Auch in der hier vorgelegten Studie sind die durchschnittlichen Faktor XII-
Konzentrationen in der Gruppe der Kinder mit vendsen Thrombosen im Vergleich
zum Kontrollkollektiv nicht signifikant unterschiedlich. Die durchschnittliche Faktor
XllI-Konzentration in der Patientengruppe betrdgt 90,1, wohingegen sie in der

Kontrollgruppe 86,4 betragt.

Diese Ergebnisse decken sich mit einer Untersuchung von Nowak-Gottl et al. 2003.
Hier wurde die Rolle des Faktor Xll-Mangels als Risikofaktor fiir vendése thrombo-
embolische Ereignisse bei 66 Kindern mit vendsen Thrombosen im Rahmen einer
Fall-Kontroll-Studie (263 gesunde Kontrollen) untersucht. Es wurde kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den medianen Faktor XllI-Aktivitaten bei Kindern mit
vendsen Thrombosen im Vergleich mit Kontrollen gefunden. Weiterhin wurden keine
signifikanten Unterschiede der Faktor XII-Aktivitat beziglich Alter und Geschlecht in
der Kontrollgruppe gefunden. Beim Vergleich der hoéchsten mit der niedrigsten

Quartile wurde keine statistische Differenz festgestellt (OR/CI 1,9/0,7-5,6, p=0,19).
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4.4. Zusammenhang zwischen Faktor XII C46T Polymorp  hismus und

Koronarerkrankungen

In einigen klinischen Studien wurde der Faktor Xll C46T Genotyp mit akuten
Koronar-Syndromen assoziiert. Zito, Ishi, Kohler et al. 2000 haben eine Beziehung
zwischen dieser DNA Variante und kardiovaskularen Erkrankungen festgestellt, zum
Beispiel Koronarerkrankungen und Myokardinfarkt (Zito, Ishii, Kohler et al. 2000).
Dieser Zusammenhang konnte allerdings nicht in allen untersuchten Kollektiven

bestatigt werden.

Kohler et al. zeigten, dass die Faktor Xll-Konzentration streng assoziiert ist mit der

Ausdehnung der Koronararterienstenose.

Auch in einer Untersuchung von Halbmayer et al. 1994 wurde Faktor XII-Mangel als
Risikofaktor fir die Entwicklung einer arteriellen und vendsen Thrombose

beschrieben.

Dahingegen konnte dieser Zusammenhang in den Untersuchungen von Oguchi et
al. 2000 und Kohler et al. 1998 nicht bestatigt werden. Hier konnte keine Beziehung
zwischen dem Genotyp des Faktor Xll C46T Polymorphismus und dem Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen festgestellt werden (Oguchi et al. 2000, Kohler et al.
1998).

Dieselbe Arbeitsgruppe von Kohler et al. zeigte 1998, dass kein Zusammenhang mit
dem Auftreten von Koronarerkrankung besteht. Es wurde kein Zusammenhang
zwischen der Pravalenz des FXIl C46T Polymorphismus bei 266 Patienten mit
Myokardinfarkt oder 185 Kontrollen festgestellt. Ebenso bestand kein Zusammen-
hang zwischen der Ausdehnung der Koronarerkrankung (Ein-, Zwei-, Dreigefal3-
Erkrankung) und dem Faktor XII Genotyp. 53,7% der Patienten hatten den Faktor
XII CC Genotyp, im Vergleich hierzu zeigten 47% der Kontrollen den CC Genotyp.
39,5% der Patienten und 45,4% der Kontrollen trugen den heterozygoten Genotyp
CT. Den homozygoten Faktor XIl TT Genotyp hatten 6,8% der Patienten mit einer

Koronarerkrankung und 7,6% der Kontrollen.

67



4.5. Zusammenhang zwischen Faktor Xl C46T Polymor phismus und

vendsen Thrombosen

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie zeigen, dass kein Zusammenhang
zwischen dem Faktor XII C46T Polymorphismus und dem Auftreten einer vendsen

Thrombose im Kindesalter besteht.

Dahingegen wurde in verschiedenen anderen Untersuchungen ein strenger
Zusammenhang zwischen dem Faktor XII C46T Polymorphismus und thrombo-
embolischer Erkrankung bei Erwachsenen festgestellt. So wird in der Studie von
Soria et al. 2002 ein strenger Zusammenhang zwischen Faktor Xl C46T

Polymorphismus und thromboembolischer Erkrankung festgestellt.

Tirado et al. zeigten, dass ein 3-fach erhéhtes Risiko fur das Auftreten einer
vendsen Thrombose fur Trager des FXII 46TT Genotyps besteht (crude odds Ratio
3,1; 95% CI 1,1-8,7) und schlossen hieraus, dass das Faktor XII 46T-Allel einen

unabhangigen genetischen Risikofaktor in der spanischen Bevdlkerung darstellt.

Dahingegen zeigte die Gruppe von Franco et al. bereits 1999, dass homozygote
Faktor XIlI 46T Trager kein erhohtes Risiko fir eine vendése Thrombose haben (OR
0,8, 95% CI 0,3-1,9). Die unterschiedlichen Resultate in beiden Studien sind
dadurch zu erklaren, dass beide Studien (die von Tirado und Franco) relativ klein
waren und sich in ihren Ergebnissen nur auf 15 bzw. 22 Individuen mit dem

homozygotem Faktor XIl 46T Genotyp bezogen (Bertina et al. 2005).

Es wurde jedoch auch in groReren Studien bei Erwachsenen keine Assoziation
zwischen diesem Polymorphismus und dem Auftreten von tiefen Venenthrombosen
festgestellt (Bertina et al. 2005, Griinbacher et al. 2005).

Griunbacher et al. schlossen in einer Untersuchung im Jahre 2005 673 Patienten
und Kontrollen in eine Studie ein. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
der Genotyp-Frequenzen zwischen Patienten mit einer tiefen Venenthrombose im
Vergleich zu Kontrollen (p=0,930). Die Odds ratio fur den Faktor XII TT Genotyp fur
vendse Thrombosen betrug 1,09 (95% CI 0,60-1,98).
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Bertina et al. untersuchten 2005 den Zusammenhang des Faktor Xll C46T Poly-
morphismus mit der Faktor XII-Aktivitat und dem Risiko einer venésen Thrombose in
einer Fall-Kontroll-Studie. Diese Studie bezog sich ebenfalls auf eine grol3e
Population (474 Patienten und 474 Kontrollen, durchschnittliches Alter 45 Jahre).
Die Haufigkeit des 46T Allels war 0,254 bei den Kontrollen und 0,233 bei den
Patienten. Die Ergebnisse waren ahnlich zu den vorher dokumentierten Ergeb-
nissen in der kaukasischen Population (0,2-0,28) (Kanaji et al. 1998, Endler et al.
2001, Tirado et al. 2004, Franco et al. 1999). Homozygote Trager des Faktor XlI
46T Allels zeigten kein erhdhtes Risiko flr eine venése Thrombose (Odds Ratio fur
TT-Trager 0,82, 95% CI 0,47-1,42). Die Odds Ratio von 0,82 fir die 46TT Trager ist
identisch mit der von Franco et al. (OR 0,8). Dies Ergebnis indizierte einen leicht
protektiven Effekt des Faktor XIl 46T Allels.

Die Ergebnisse der Studie von Bertina et al. bestatigen die Ergebnisse von Franco
et al. 1999 und unterscheiden sich von den Ergebnissen von Tirado et al. 2004. Der
Grund, warum Tirado et al. eine Odds Ratio von 3,1 fir Faktor XIl 46T fanden, ist
unklar. Von 250 gesunden Individuen hatten 90 den CT Genotyp und 5 den TT
Genotyp. In einer anderen Studie derselben Studiengruppe betrug die Pravalenz
vom 46T Allel bei 100 gesunden Individuen 0,23, die Anzahl vom TT Genotyp
betrug 4 (Tirado et al. 2003). Diese Resultate legen die Vermutung nahe, dass es
sich bei den Ergebnissen von Tirado et al. um falsch positive Ergebnisse im Hinblick
auf die niedrige Anzahl von TT Genotyp-Tragern in der gesunden Kontrollgruppe
handelt (Bertina et al. 2005).

Girolami et al. untersuchten 2004 das Auftreten vendser Thrombosen bei 21
erwachsenen Patienten mit schwerem Faktor XlI-Mangel (homozygoter Faktor XII-
C46T Polymorphismus). Nur einer dieser Patienten hatte eine vendse Thrombose,
gleichzeitig bestand bei diesem Patienten eine heterozygote Faktor V-Mutation.
Girolami postulierte daher, dass Faktor XlI-Mangel keine Rolle in der Pathogenese
der vendsen Thrombose spielt. Girolami kam zudem zu der Ansicht, dass das
Auftreten ventser Thrombosen bei Patienten mit schwerem Faktor XlI-Mangel

vielleicht bedingt ist durch assoziierte Risikofaktoren.

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie zeigen keinen Zusammenhang
zwischen dem Faktor XII C46T Polymorphismus und dem Auftreten vendser

Thrombosen im Kindesalter. Der Umfang der Kohorte in der hier présentierten
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Studie ist jedoch zu klein und daher ist die statistische Aussagekraft dieser Studie
nicht valide genug, um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass hier kein

Zusammenhang besteht.

4.6. Theorie des thromboprotektiven Effektes des Fa  ktor XlI-Mangels

Kontrovers zu der bisher angenommenen Bedeutung von Faktor XlII stehen die
Ergebnisse von Kleinschnitz und Renné 2006. Renné et al. zeigten, dass Faktor XII-
Mangel oder die Hemmung von Faktor XII Mause vor ischamischen Schlaganfallen
schitzt. Hier wurde gezeigt, dass ein Mangel oder die Inhibierung von Faktor XIl zu
einem Schutz vor ischamischen Hirnschaden fihrt. Es wurde postuliert, dass die
Bildung von pathologischen Thromben tber einen anderen Weg verlauft als den der
normalen Hamostase. Die Hemmung der Faktor XII-Aktivitdt verschlechtert die
pathologische Fibrinformation und schiitzt das Hirngewebe wéhrend der zerebralen
Ischédmie. Da dieser Mechanismus auch bei einem Mangel an dem Faktor XlI-
Substrat Faktor XI zu beobachten ist, wird vermutet, dass der Faktor Xl Uber die
intrinsische Gerinnung zu pathologischer Thrombusbildung fuhrt. Wichtig ist hierbei,
dass die Neuroprotektion durch die selektive Faktor XlI- Inhibierung nicht zu einer
verstarkten Blutungsneigung wahrend der Infarktphase oder Rekonvaleszenzphase
fuhrt. Sollte sich der Mechanismus auch fiir den Menschen bestatigen, lage hierin
eine pharmakologische Strategie der sicheren und selektiven Prévention von

Schlaganfallen und anderen thromboembolischen Ereignissen.

Weitere Untersuchungen sind aber erforderlich, um den genauen molekularen
Pathomechanismus fur die Faktor XlI-Aktivierung in ischdmischen GefaRen und
andere Faktor Xll assoziierten Gerinnungswege, wie das Komplementsystem und

das Kallikrein-Kinin-System, zu verstehen.

4.7. Faktor XlI-Mangel und rezidivierende Aborte

Die Literaturtibersicht Uber den Faktor XlI-Mangel zeigt, dass dieser Gerinnungs-
defekt bei Frauen mit rezidivierenden Aborten haufiger nachgewiesen wurde als in
der Normalbevolkerung (Gris et al. 1997, Matsuura et al. 2001). Dariber hinaus
konnte klinisch gezeigt werden, dass eine durchblutungsfordernde Therapie

wahrend der Schwangerschaft in Form von 100 mg Aspirin pro Tag die Wahrschein-
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lichkeit einer Plazentainsuffizienz bei Frauen mit Faktor Xll-Mangel senkt

(Ogasawara et al. 2001).

In einer Untersuchung von Cochery-Nouvellon et al. 2007 wurde bei 32463
asymptomatischen Erstgebérenden gezeigt, dass bei einem homozygoten Faktor
XIl 46 TT Polymorphismus das relative Risiko fir das Auftreten eines venosen
thromboembolischen Ereignisses signifikant erhoht ist (RR: 5,99, 95% CI: 2,1-17,3,
p=0,001).

Ebenso stellten Pauer, Burfeind et al. 2003 eine strenge Beziehung zwischen
wiederholten Aborten und einem Faktor XlI-Mangel fest. Hier wurde jedoch nur die
Faktor XlI-Aktivitdt gemessen, keine Genotypisierung durchgefihrt. Bei Frauen mit

wiederholten Aborten zeigte sich eine Tendenz zum Faktor Xll-Mangel.

Im Gegensatz dazu gelangten Walch et al. 2005 zu abweichenden Ergebnissen. Sie
untersuchten den Zusammenhang zwischen wiederholten Aborten und einem
Faktor XIl C46T Polymorphismus. 212 Frauen mit rezidivierenden Aborten und 149
gesunde Kontrollen wurden genotypisiert. Es wurde kein Unterschied in der Allel-

und Genotypfrequenz zwischen der Studien- und Kontrollgruppe festgestellt.

Dahingegen stellte Kuhli in ihrer Arbeit 2004 den Faktor XII-Mangel als Risikofaktor

fur venose retinale Gefallverschliisse heraus.

Die Beobachtung einer Assoziation des Faktor Xll-Mangels mit rezidivierenden
Aborten und vendsen retinalen GeféalRverschlissen einerseits und einer fehlenden
pathogenetischen Bedeutung dieses Gerinnungsdefektes flr systemische thrombo-
embolische Ereignisse andererseits deutet auf eine typische Lokalisation thrombo-
embolischer Komplikationen des Faktor XlI-Mangels hin. Sowohl retinalen Durch-
blutungsstérungen als auch dem Krankheitsbild der Plazentainsuffizienz (Pfarrer et
al. 2001) ist gemeinsam, dass es sich jeweils um Durchblutungsstérungen des
MikrogefaRsystems handelt. Im Gegensatz hierzu scheint dem Faktor XlI-Mangel im
systemischen GefalRsystem keine pathogenetische Bedeutung fir Thromboem-

bolien zuzukommen.
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4.8. Faktor XII C46T Polymorphismus in Bezug auf e tablierte pro-
thrombotische Risikofaktoren

In dieser Studie wurde gezeigt, dass 60,9% der Patienten mit einer vendsen
Thrombose mindestens einen etablierten prothrombotischen Risikofaktor aufweisen.
Im Gegensatz hierzu haben nur 18,2% der Kinder aus der Kontrollgruppe

mindestens einen etablierten Risikofaktor.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen erneut, dass die Prothrombin G20210A-
und die Faktor V G1691A-Mutationen sowie Antithrombin-, Protein C- und Protein S-
Mangel fir die Entstehung von Thrombosen im Kindes- und Jugendalter eine
wesentliche Rolle spielen. Die Ergebnisse friherer Studien an Kindern werden
bestatigt (Nowak-G6ttl 1996, 1997, 2000, Andrew 1995, Sifontes 1996).

In der hier vorgelegten Studie konnte bei 12,5% der Kinder mit einer stattgehabten
Thrombose eine Kombination von Risikofaktoren festgestellt werden. Es ist bereits
bekannt, dass die Kombination der Faktor V G1691A-Mutation mit einem weiteren
Risikofaktor (Protein C/S-Mangel, Antithrombinmangel) zu einer deutlich hdheren
Thrombosegefahr fihrt, als sie vom isolierten Risikofaktor allein genommen ausgeht
(Koelemann 1994, 1995, van Boven 1996). In der Kontrollgruppe lag keine
Kombination zweier Risikofaktoren vor. Dieses Ergebnis bekréftigt die These, dass
kombinierte Defekte die Thrombosegefahr erhéhen und nicht nur bei Erwachsenen

eine groRe Rolle spielen.

Einen Beleg dafiir, dass die Kombination des Faktor XIl C46T Polymorphismus mit
einem etablierten Risikofaktor zu einer Thromboemboliegefahr fuhrt, gibt es bisher
nicht. In einem Fallbeispiel von Perez-Montes et al. (2005) wurde allerdings der Fall
eines 13-jahrigen Madchens beschrieben, welches an einer schweren Thrombose
erkrankte. Als Risikofaktor wurde ein Protein S-Mangel und eine homozygote Faktor
XII 46T Mutation festgestellt.

72



4.9. Methodendiskussion

Kanaji et al. identifizierten primar den Faktor Xl C46T Polymorphismus im Jahre
1998. Sie entwickelten eine Methode zur genetischen Analyse des Genotyps, bei
der noch Restriktionsenzyme fir den Verdau des PCR-Produktes erforderlich

waren.

Endler et al. etablierten 2001 eine neue modifizierte allelspezifische mutations-
seperierende (mutagenically separated) Polymerase Kettenreaktion (MS PCR),
welche die Mutationserkennung ohne Gebrauch von Restriktionsenzymen erlaubt.
Mithilfe dieses Verfahrens wurde der Mutationsnachweis deutlich beschleunigt und
zudem preiswerter, so dass ein Screening groRerer Probenzahlen mdglich wurde

(zum Ablauf dieses Verfahrens siehe Kapitel 2: Material und Methoden)

4.10. Therapie von Kindern mit hereditdren Thrombop  hilien

Bei péadiatrischen Patienten fehlt es fir die Therapie der thromboembolischen
Ereignisse an detaillierten Studien. Langzeitergebnisse von Kindern mit thromboem-
bolischen Ereignissen wurden bisher selten dokumentiert. Die akute Behandlung
von Thrombosen im Kindesalter beruht auf Empfehlungen aus Studien mit kleinem

Patientenkollektiv und auf Empfehlungen fir die Therapie bei Erwachsenen.

Fur die akute Therapie der Thromboembolien im Kindesalter werden Standard-
Heparin, niedermolekulares Heparin, Heparinoide und thrombolytische Mittel

verwendet.

Bei etablierten prothrombotischen Risikofaktoren im Kindesalter wie z.B. Faktor V
G1691A Mutation, Prothrombinmutation G20210A, Protein C-, Protein S- oder
Antithrombinmangel, erhthtes Lipoprotein(a) sollte schon bei Vorliegen der
heterozygoten Mutation eine orale Antikoagulation oder niedrigdosiertes Heparin fur
drei bis sechs (zwdlf) Monate nach einem akuten thromboembolischen Ereignis
verabreicht werden (Nowak-Goattl et al. 2002).
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4.11. Fazit

Zusammenfassend betrachtet ist festzuhalten, dass durch die vorliegenden Daten
bestéatigt wird, dass der C46T Polymorphismus des Faktor XII-Gens streng
assoziiert ist mit der Faktor XII-Aktivitat. Der Faktor Xl TT-Genotyp ist streng
assoziiert mit Werten unterhalb der 10. Perzentile. Es konnte in dieser Studie jedoch
kein Zusammenhang zwischen der FXII-Aktivitdt bzw. dem FXII-Genotyp und
vendsen Thrombosen im Kindesalter gezeigt werden. Um zu untersuchen, ob der
Faktor XII C46T selbst einen prothrombotischen Risikofaktor fur das Auftreten fr
vendse Thrombosen im Kindesalter darstellt und um mehr Informationen tber die
Interaktion zwischen etablierten prothrombotischen Risikofaktoren und Faktor XiII
C46T Polymorphismus zu erhalten, ist eine Studie mit einer grolReren Patienten-

gruppe als der hier vorliegenden erforderlich.

Weiterhin muss festgehalten werden, dass die Erforschung der grundsatzlichen
Bedeutung des Faktor XII ein wissenschaftliches Desiderat darstellt. In diesem
Kontext sei nochmals auf die Studien von Renné und Kleinschnitz (Renné et al
2006, Kleinschnitz et al. 2006) hingewiesen, die die bisherige Bewertung des Faktor

XlI-Mangels grundsatzlich in Frage stellen.
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