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ZUSAMMENFASSUNG

Aktivierter Gerinnungsfaktor VIl bei Patienten mit Myokardinfarkt

Kierysch, Eva Katharina

Arteriosklerotische GeféaBwandverdnderungen sind der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen,
zum Beispiel des Myokardinfarktes (MI). Als signifikanter Risikofaktor wurde eine erhéhte Plasmaaktivitdt des
Gerinnungsfaktors VIl identifiziert. Die Methodik der anfénglichen Bestimmungsverfahren unterschied jedoch nicht genau
zwischen der Gesamt—Aktivitat von FVII (FVIic) und dem Anteil an aktiviertem FVII (FVIla), sodass eine Aussage beziglich
des Risikofaktorpotentials dieser Parameter nicht exakt war. Die Northwick Park Heart (NPH)—Studie wies im Gegensatz zu
anderen Studien einen signifikanten Zusammenhang zwischen erhéhtem FVlic und tédlichen kardiovaskularen Ereignissen
nach. Der in der NPH-Studie verwandte Assay mit aus Kaninchenhirn stammendem Thromboplastin und Protein C—freiem
Mangelplasma hatte im Vergleich zu den Assays anderer Studien, in denen Thromboplastine ebenfalls als Extrakte aus
Kaninchenhirn oder humaner Herkunft eingesetzt wurden, die Mangelplasmen jedoch Protein C enthielten, eine héhere
Sensitivitat gegeniiber FVlla. Méglicherweise ist also nur FVlla mit dem Arterioskleroserisiko assoziiert.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, in einer Fall-Kontroll-Studie den Zusammenhang zwischen FVlla und dem
Arterioskleroserisiko zu untersuchen. Es wurden FVIlc und FVlla bei MI-Patienten und Kontrollpersonen untersucht, des
weiteren Assoziationen in beiden Kohorten zwischen einerseits FVlla und zahireichen klinischen sowie Laborparametern,
andererseits auch zwischen FVllc und diesen Parametern, um zu prifen, ob es Unterschiede zwischen den FVII-Fraktionen
und hinsichtlich der untersuchten Zusammenhange in beiden Gruppen gab.

Die Ergebnisse zeigten, dass FVlla bei Patienten signifikant und unabhangig von den berlicksichtigten Kovariablen erhéht
war (p<0,001). Dagegen wies FVlic bei Kontrollpersonen signifikant erhohte Werte auf (p<0,001). Einen positiven
signifikanten Zusammenhang gab es zwischen FVIllc und Gesamt—Cholesterin (p<0,001), negative signifikante
Zusammenhange zwischen FVlic und LDL—Cholesterin (p<0,001) sowie zwischen der Ratio FVIla/FVlic und Triglyceriden
(p<0,001). Des weiteren ergaben die Resultate eine positive signifikante Assoziation zwischen FVlla und Alter (p<0,001),
jedoch eine negative zwischen FVIlc und Alter (p=0,02). Darlberhinaus war FVllc mit der Ratio TFPI-Aktivitat/TFPI
signifikant negativ assoziiert (p<0,001), die Ratio FVIla/FVllc mit TFPI-Aktivitat/TFPI signifikant positiv (p<0,001).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass FVlla mit der Arteriosklerosefolgeerkrankung, dem MI assoziiert war. Weiterhin
konnte ein in vorangehenden Arbeiten genannter Zusammenhang zwischen FVlic und Lipiden bestéatigt werden. Es ergab
sich ein Hinweis dafiir, dass bei der Aktivierung von FVII Interaktionen zwischen Gerinnungsfaktoren und Lipoproteinen
eine Rolle spielen. Die postulierte zentrale Rolle von FXIl in diesem Kontext konnte nicht bestatigt werden. Ferner ist zu
vermuten, dass es eine Assoziation zwischen FVllc und Apolipoprotein B gibt. Die negative Korrelation des FVIlc mit dem
Alter koénnte auf dessen gestdrte Synthese hinweisen, die ursachlich mit erndhrungs— oder krankheitsbedingter
Fettmalabsorption in Verbindung steht. Erhdhte FVIla—Werte und Alter korrelierten andererseits positiv miteinander, was
zum einen mit einer erhdhten Arteriosklerose—Pravalenz im Alter im Zusammenhang stehen oder zum anderen einen
Risikofaktor fur arteriosklerotische Geschehen darstellen kénnte. Die vorliegende Studie bestétigte durch eine negative
Assoziation von TFPI-Aktivitat und FVlic den Beitrag des TFPI als Inhibitor der prokoagulatorischen Aktivierung.
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1. Einleitung

1.1. Arteriosklerose

1.1.1. Definition und klinisches Erscheinungsbild

Die World Health Organization (WHQO) definiert die Arteriosklerose als variable
Kombination von Intimaveranderungen, bestehend aus herdférmigen
Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blutbestandteilen,
Bindegewebe und Calciumablagerungen, verbunden mit Veranderungen der
Arterienmedia (13). Sie ist die fihrende Ursache fir Tod und Behinderung in
den hochindustrialisierten westlichen Landern (109). In der Altersgruppe der
30— bis 60—jahrigen sind 30% der Todesfalle auf Folgen der Arteriosklerose
zurlckzufihren. In héheren Altersgruppen betragt die Mortalitatsrate bis zu
50%. Nach einer stetigen Anstiegsphase dieser Zahlen in den 30er bis 70er
Jahren gibt es in den letzten Jahren einen langsamen Rickgang (109). Dies ist
zurlckzufohren auf ein einerseits verandertes Bewusstsein gegenlber der
Erkrankung und die damit verbundene Pravention (Anderung der
Lebensgewohnheiten), andererseits aber auch auf bessere Behandlungs—
methoden und nicht zuletzt auf eine bessere Rezidivprophylaxe.
Unterschiedliche GefaBregionen kénnen bei Arteriosklerose betroffen sein, was
verschiedenartige Beschwerdebilder induziert. So fUhrt die Arteriosklerose der
Koronararterien zum Myokardinfarkt und zur Angina pectoris. Sind die ZNS—
versorgenden GefaBe betroffen, so ergibt sich das Bild eines Schlaganfalls oder
einer transitorischen zerebralen Ischamie. In der peripheren Zirkulation kann
sich die Arteriosklerose als Claudicatio intermittens auBern oder eine Gangran
bewirken. Bei Beteiligung der viszeralen GefaBe ist eine Mesenterialischamie
moglich (72).

1.1.2. Pathogenese und Risikofaktoren

Die Arteriosklerose ist ein multifaktorieller Prozess, der sich Uber Jahre oder



sogar Jahrzehnte entwickelt. Es ist kein degenerativer, sondern vielmehr ein
aktiver Prozess, der die Elemente chronischer Entziindungs— und
Reparaturvorgange in der Arterienwand beinhaltet.

Unterschiedliche Theorien wurden zur Erklarung der Pathogenese favorisiert:
die Filtrationstheorie von Virchow (Lipide aus Blut werden in die Intima filtriert)
(46), die thrombotische Theorie von Rokitansky (thrombotisches Material
verursacht Intimaveranderungen), die Endothellasionstheorie (Thrombozyten
aggregieren auf Endotheldefekten). Ross entwarf die heute am breitesten
akzeptierte ,Response to injury“—Hypothese, die all die dynamischen Ablaufe
zusammenfasst, die zur Entwicklung der Arteriosklerose flihren (107).

Nach dieser Vorstellung sind die Intima auskleidenden Endothelzellen und
mdglicherweise auch die darunter liegenden glatten Muskelzellen wiederholten
oder kontinuierlichen Schadigungen durch chemische, mechanische,
immunologische oder toxische Einfliisse ausgesetzt. Die geschadigten Zellen
induzieren eine spezifische, chronische Entziindungsreaktion mit nachfolgender
fibroproliferativer Antwort.

Die Dysfunktion des Endothels hervorgerufen durch die verschiedenen
Risikofaktoren férdert die Bildung von Adhasionsmolekilen auf der Oberflache
des Endothels. Diese Adhéasionsmolekile sind in der Lage, zirkulierende
Monozyten zu binden, so dass diese durch Endotheljunctions hindurchtreten
und sich zu Makrophagen differenzieren. Low density lipoproteins (LDL),
welche Uber einen hohen Anteil an Cholesterin verfligen, gelangen gleichzeitig
aufgrund erhéhter LDL-Plasmaspiegel und/oder  aufgrund von
Endotheldefekten in den subendothelialen Raum, wo sie akkumulieren und zum
Beispiel durch Sauerstoffradikale oder bestimmte Enzyme (Myeloperoxidase,
Sphingomyelinase etc.) oxidiert werden. Makrophagen nehmen diese
modifizierten LDL Uber Scavenger—Rezeptoren ungehemmt bis zu ihrer
Uberladung und Transformation in Schaumzellen auf. Oxidierte LDL—Partikel
wirken zudem chemotaktisch auf Monozyten, so dass diese adhéasionsvermittelt
in das Endothel aufgenommen werden kdénnen (107). Weiterhin setzen
Schaumzellen freie Radikale frei, die das LDL oxidieren. So entsteht ein

Circulus vitiosus.



Auf dieser Stufe gibt es einen Mechanismus, der dem Entstehungsprozess der
Arteriosklerose entgegenwirkt, und zwar sezernieren die Makrophagen Apo—
lipoprotein—E, das den Efflux von Cholesterin aus den Makrophagen zu den
high density lipoproteins (HDL) erleichtert. Je nach Lipidmenge kann es sich
hier aber um keine vollstandige Remission handeln. Cholesterin kann in
peripheren Geweben nicht abgebaut werden und wird mit dem HDL in die
Leber zurlicktransportiert, somit sinkt der Cholesteringehalt der Schaumzellen
(41). Eine andere Eigenschaft des HDL, die Hemmung der Monozytenadhasion
wirkt ebenfalls protektiv (15).

Stérungen im Lipidmetabolismus gehdren zu den am besten bekannten Risiko—
faktoren. Zusammenfassend kann man sagen, dass LDL fir die Entwicklung
und Progression der Arteriosklerose verantwortlich ist, das HDL hingegen als
protektiver Faktor gilt (siehe Tabelle 1).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass das LDL—Cholesterin mit dem Renin—
Angiotensin—System interagiert, welches ebenfalls Bedeutung bei der
Entstehung der Arteriosklerose erlangt hat. Hypercholesterinamie fihrt zu
gesteigerter Expression des Angiotensin II-AT—Rezeptors. Hierdurch wird
vermehrte Vasokonstriktion, verstarktes Zellwachstum und die Freisetzung
freier Radikale vermittelt (95). Die Senkung des LDL—Cholesterins mit Statinen
reduziert zahlreichen Studien zufolge die klinischen Folgen der Arteriosklerose
(127).

Es wird vermutet, dass das erhdhte kardiovaskulare Risiko der Patienten mit
Typ—2-Diabetes mit abnormem Lipoproteinprofil, welches mit Insulinresistenz
assoziiert ist, zusammenhangt. Die diabetische Dyslipidamie ist dadurch
gekennzeichnet, dass die LDL—-Partikel kleiner und dichter sind (small dense
LDL) und somit starker atherogen, auBerdem sind die HDL-Spiegel niedriger
und Triglyceride erhéht.

Die friihesten histologisch sichtbaren Veranderungen an den GefaBwanden
bezeichnet man als ,fatty streaks”. Sie sind schon in der friilhen zweiten
Lebensdekade vorhanden. Abhangig von der Lipidmenge entstehen immer
mehr Schaumzellen, die im weiteren Verlauf zugrunde gehen und groBe

Mengen oxidierter Lipide hinterlassen. Die Veranderungen in der Intima férdern



eine entzliindliche Reaktion in den Lipidplaques, die mit einer Ausschittung von
Zytokinen einhergeht. Diese Zytokine sowie verschiedene Wachstumsfaktoren
stimulieren die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen, die die
extrazellulare Matrix sezernieren. Dies fuhrt zur Bildung einer fibrésen Kappe
(13). Im weiteren Verlauf ergibt sich durch die von den Makrophagen
ausgeschitteten Proteinasen eine Matrixinstabilitdt und somit die Gefahr einer
Ulzeration.

In den 50er Jahren begann die systematische Suche nach Risikofaktoren fir
Arteriosklerose. Die prospektive Framingham—Studie lieferte Hinweise dafr,
dass Hypercholesterinamie und Hypertonus mit dem kardiovaskularen Risiko
assoziiert sind (32) (siehe Tabelle 1). Erhéhung des diastolischen Blutdrucks
oder eine isolierte Erh6hung des systolischen Blutdrucks stellen bedeutende
koronare Risikofaktoren dar (74). Eine isolierte systolische arterielle Hypertonie
dominiert insbesondere bei &lteren Menschen, mdglicherweise infolge einer
Abnahme der GefaBelastizitat. Die Wahrscheinlichkeit, mir der eine Erhdhung
des arteriellen Blutdrucks zur Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit (KHK)
fihrt, héangt nicht zuletzt auch von dem Vorliegen weiterer koronarer
Risikofaktoren ab (erhéhtes Cholesterin, Nikotinkonsum etc.) (5). Weiterhin
kénnen als Zusammenhang zwischen Hypertonie und Atherosklerose die
erhdhte mechanische Stresswirkung auf GeféaBe und somit auch gesteigerte
endotheliale Permeabilitat und Dysfunktion angesehen werden (104).
Epidemiologische  Untersuchungen haben  weiterhin  gezeigt, dass
Hypertriglyceridamie, Bewegungsmangel, Ubergewicht und Rauchen die
Haufigkeit von arteriosklerotischen Veranderungen erhdéhen (8, 9, 34, 61, 67)
(siehe Tabelle 1).

Die atherogene Wirkung des Rauchens begriindet sich auf der Férderung der
Thrombozytenaggregation (101). AuBerdem korrelieren erhéhte Plasma—
fibrinogenspiegel mit der Zahl gerauchter Zigaretten (37). Ein bekannter
kardiovaskularer Effekt von Nikotin ist die sympathische Aktivierung, der zufolge
der Blutdruck und die Herzfrequenz steigen sowie erhéhte Katecholamin—
spiegel dazu fuhren, dass die Lipolyse geférdert wird (18). Raucher haben

erhdhte Plasmaspiegel atherogener Lipide und niedriges antiatherogenes HDL



(29).

AuBer den oben erwahnten beeinflussbaren Risikofaktoren gibt es die nicht
beeinflussbaren Risikofaktoren. Hierzu z&hlen das Alter, das mannliche
Geschlecht und die familiare Disposition (siehe Tabelle1).

Zahlreichen Studien zufolge haben Manner im Vergleich zu Frauen vor der
Menopause ein erhdhtes Risiko fiur KHK. Nach der Menopause steigt jedoch
das Risiko fir Frauen (94). Ostrogene vermindern die Plasma—
cholesterinkonzentration, erhéhen die HDL—Plasmaspiegel und vermindern die
Insulinresistenz  (17). AuBerdem fiihren Ostrogene zur Freisetzung von
Stickstoffmonoxid und zur Kalziumkanalblockade (132). In der jlingeren
Vergangenheit wird die postmenopausale Hormonersatztherapie als Pravention
der KHK diskutiert (14). Exogene Zufuhr von Ostrogenen beeinflusst die
Lipoproteinsituation guinstig, HDL— steigt, LDL—Cholesterin sinkt, andererseits
werden aber Plasmatriglyceride signifikant erhéht (120). Auch die
Auswirkungen auf das Gerinnungssystem sind unterschiedlich. Ostrogen kann
die Fibrinogenkonzentration reduzieren (129), andere Studien haben wiederum
gezeigt, dass ein prokoagulatorischer Effekt auftritt (119).

Die Framingham—Studie erwies, dass mit zunehmendem Alter die Inzidenz der
KHK und des Hypertonus steigen, wobei der Hypertonus bei postmenopausalen
Frauen deutlicher ausgepragt ist, als bei gleichaltrigen Mannern (22). Zusatzlich
zu den klassischen Risikofaktoren Nikotinabusus, Hypertonus, Hyper—
cholesterindmie und Insulinresistenz  kommt bei Frauen somit die
Postmenopause noch hinzu.

Ein weiterer nicht beeinflussbarer Risikofaktor ist die positive
Familienanamnese bezlglich KHK (24). Das Risiko einer KHK ist bei
Verwandten ersten Grades erhdht, vor allem dann, wenn der betroffene
Verwandte aus der vorangehenden Generation im frihen Lebensalter erkrankt

ist.



beeinflussbare Risikofaktoren nicht beeinflussbare Risikofaktoren

» Dyslipidamie: > Alter
e Hypertriglyceridamie » mannliches Geschlecht
e |LDL—Cholesterin erhdht » familidare Disposition

e HDL-Cholesterin erniedrigt
Insulinresistenz
Bewegungsmangel
Adipositas

Rauchen

vV V V V V

Hypertonus
etc.

Tabelle 1: Ubersicht (iber die wichtigsten beeinflussbaren und nicht beeinflussbaren Risiko—
faktoren der Arteriosklerose.

Zusétzlich zu den oben aufgefihrten Risikofaktoren kénnen atherogene
Risikofaktoren mit Verbindung zum Gerinnungssystem das Atherom— oder
Plaquewachstum und die Entstehung von Komplikationen férdern. Aus
Griinden der Ubersicht wird im Kapitel 1.3. darauf eingegangen.

1.2. Myokardinfarkt
1.2.1. Definition und Epidemiologie

Unter Myokardinfarkt versteht man die Nekrose eines umschriebenen
Herzmuskelbezirks infolge kritischer Mangeldurchblutung bedingt durch
Koronarsklerose mit thrombotischem Verschluss eines KoronargeféaBes oder
Embolie in die Koronarien (103). Er ist die bedeutendste Komplikation einer
KHK und somit auch ein Ausdruck der Arteriosklerose.

Nach Angaben des statistischen Bundesamtes betragt die jéhrliche Inzidenz
300 Infarkte pro 100.000 Einwohner. Den Daten des Multinational Monitoring of
Trends and Determinants in Cardiovascular Disease (MONICA)—-Projekts




zufolge, belauft sich die Infarktsterblichkeit in Deutschland auf ann&dhernd 50%
bei den Uber 60—jahrigen (73).

1.2.2. Pathophysiologie des thrombotischen Verschlusses

ReiB3t eine arteriosklerotische Plaque ein oder ulzeriert sie, so fuhrt das zur
Aktivierung des Hamostasesystems. Zunachst findet die primare Hamostase
statt, in deren Folge die ersten noch lockeren Aggregate entstehen.

Der aus Thrombozyten gebildete Thrombus kann die Lasion jedoch nur dann
verschlieBen, wenn ihm durch die anschlieBenden plasmatischen Vorgange
(Einbau von Fibrin in den Thrombus) eine ausreichende Festigkeit verliehen
wird. Den entscheidenden Anfang stellt hier die extrinsische
Gerinnungskaskade dar. Die innerhalb des Atheroms freigesetzten
Entzindungsmediatoren induzieren unter anderem eine vermehrte Expression
des tissue factor (TF) oder Gewebsthromboplastins durch Endothelzellen und
Makrophagen. Der freigesetzte TF aktiviert Faktor VII (FVII), im Verlauf wird
Fibrinogen in Fibrin konvertiert.

Das Resultat ist ein wandstandiger Thrombus aus Plattchenaggregaten und
Fibrinstrangen am Ort der Plaqueruptur, der zu einer Koronararterienokklusion
fihrt (123).

1.2.3. Klinisches Bild

Schmerz wird als das haufigste Leitsymptom beim akuten Myokardinfarkt
beschrieben. Er lasst sich kaum durch Ruhe oder Nitroglycerin beeinflussen.
Typisch ist ein prakordialer Schmerz, der ins Epigastrium und/oder Arme,
Rucken, Unterkiefer, Nacken ausstrahlen kann. Oft wird er begleitet von
Schwachegefiihl, Angst, vegetativen Symptomen wie Schwitzen, Ubelkeit,
Erbrechen und Herzrhythmusstérungen. Teilweise treten  Dyspnoe,
Blutdruckabfall und ein Lungenédem auf (6).

Obwohl der Schmerz die haufigste Erscheinung ist, muss er nicht immer

prasent sein. Die sogenannten ,stummen® Myokardinfarkte (Haufigkeit 15% bis



20%) sind vor allem bei Diabetikern keine Seltenheit.

1.2.4. Diagnostik

Bis zum Jahr 2000 waren die WHO-Kriterien zur Diagnostik eines
Myokardinfarktes gultig. Mindestens zwei der nachfolgenden drei Befunde

mussten erflllt sein:

» Brustschmerz: « langer als 20 Minuten
« Nitroderivat—resistent

» EKG-Veranderungen: « ST-Hebung/-Senkung
« T-Wellen—Inversion
« Q—Zacken
- verbreiterter QRS—Komplex in zwei
benachbarten Ableitungen bei 12—Kanal-EKG

» Herzmarker:  erhbéhte Serumaktivitat, am meisten gebrauchlich
Creatinkinase—MB (CK—-MB)

50% aller Myokardinfarkte wurden anhand von Klinik und Elektrokardiogramm
(EKG) diagnostiziert. Diese Kriterien kénnen aber bei akutem Myokardinfarkt
unspezifisch oder wegen eingeschrankter Sensitivitdt unzuverlassig sein. Die
Symptomatik kann h&ufig atypisch sein, vor allem bei alteren Patienten oder
Patienten mit Begleiterkrankungen, zum Beispiel Diabetes mellitus (38). Dies
zeigen auch die Ergebnisse der Framingham-Studie. Hier wurden mehr als
25% der aufgetretenen Myokardinfarkte erst retrospektiv erkannt (66).

Im Jahr 2000 erschien das Konsensus—Dokument des European Society of
Cardiology (ESC)/American College of Cardiology (ACC)—Komitees, mit dem
neue Standards in der Diagnostik eines akuten Myokardinfarkies festgesetzt

wurden (63). Dabei steht die Labordiagnostik im Vordergrund. Es wird auch die



Differenzierung zwischen akutem und altem Myokardinfarkt bertcksichtigt.
Far die Diagnose eines akuten Geschehens gilt nach diesen Kriterien:

» typischer Anstieg und Abfall biochemischer Herzmarker:
e Troponin | (Tnl) oder Troponin T (TnT)
e CK-MB

» (gleichzeitig mindestens einer der folgenden Befunde:

__—pathologische Q-Wellen
e EKG-Veranderungen

~~_ ST-Hebung/~Senkung
e Ischamie—Symptome

e Koronare Intervention (zum Beispiel Koronarangioplastie).

Kriterien flr einen abgelaufenen Herzinfarkt sind folgende:

» neu aufgetretene pathologische Q—Wellen im EKG bei serieller
Untersuchung
» histologische Befunde.

1.3. Hamostaseologische Risikofaktoren fiir Arteriosklerose

Zu den ,neuen“ Risikofaktoren gehéren unter anderem hamostaseologische
Faktoren: Fibrinogen, FVII, Plasminogenaktivator—Inhibitor 1 (PAI-1), Gewebe—
plasminogen Aktivator (t—PA) sowie das Lipoprotein (a) (Lp(a)).

Thrombose als finaler GefaBverschluss ist die schwerste Komplikation der
Arteriosklerose. Erhéhte Fibrinogenspiegel beglnstigen die Thrombusformation
(39).

Die Existenz eines Thrombus wird von der Balance zwischen fibrinolytischen
Faktoren (zum Beispiel Plasmin) und der Hemmung des fibrinolytischen
Systems (zum Beispiel durch PAI-1) beeinflusst. Genetische Polymorphismen
von PAI-1 scheinen mit dem Koronarrisiko in Verbindung zu stehen (7).



Studien zur Rolle von t—PA bei Arteriosklerose sind widerspriichlich. Es gibt
sowohl Hinweise flr als auch gegen eine Assoziation eines bestimmten
Polymorphismus von t—PA mit dem Myokardinfarkt—Risiko (126, 106).

Die Northwick Park Heart (NPH)-Studie zeigte, dass erhdhte FVllc-Spiegel
sowie erhdhte Fibrinogenspiegel mit der Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse
assoziiert waren (77). Die Prospektive Cardiovaskulare Minster (PROCAM)-—
Studie bestétigte den Trend erhdhter FVIlc-Spiegel und tddlicher
kardiovaskularer Ereignisse (65). Des weiteren stehen Hypertriglyceridamie
sowie Hypercholesterindmie im Zusammenhang mit FVII-Aktivierung (100).
Erhdhter Lp(a)-Spiegel, ein weiterer Risikofaktor fir KHK ist bis auf das
zusatzliche Apolipoprotein A (Apo(A)) mit dem LDL identisch (60). Apo(A)
wiederum hat eine starke Sequenzdhnlichkeit mit Plasminogen. Daraus
resultiert die Blockierung der Fibrinolyse durch kompetitive Effekte mit
Plasminogen (124). Die Bindung des Lp(a) an Fibrin flhrt aber auch weiterhin
zu einer Stérung der Fibrin—bedingten Plasminogenaktivierung (93). Zusétzlich
bindet das Lp(a) an LDL, so dass es zur Ausbildung von Aggregaten kommt,
die eine verlangerte Verweildauer in der GefaBwand haben (96). Ferner kann
Lp(a) den endothelial assoziierten tissue factor pathway inhibitor (TFPI)
inaktivieren und somit den TF—vermittelten Gerinnungsprozess férdern (33).

1.4. Hamostase

1.4.1. Definition

Die Hamostase umfasst das Zusammenspiel von GefaBwand, Thrombozyten,
plasmatischen  Gerinnungsfaktoren und  Fibrinolysemechanismen. Die
Interaktion dieser Komponenten bewirkt zunéchst eine primére Blutstillung
durch einen Plattchenthrombus. Parallel dazu wird Fibrin gebildet, das den
Thrombus vergréBert und verfestigt. Im Verlauf wird ein Thrombus organisiert
und Uberflissiges Fibrin aufgeldst.
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1.4.2. Primare Hamostase

Der Ablauf der priméren Blutstillung I&sst sich in drei Phasen unterteilen (105):
Die Sofortphase (0 bis 15 sec) umfasst eine reflektorische Vasokonstriktion, der
die Primaradhdsion der nichtaktivierten Thrombozyten an die freigesetzten
subendothelialen Proteine (von Willebrand—Faktor (VWF), Kollagen) Uber den
GPIlb/IX—Komplex folgt.

Durch den Kontakt mit Subendothel kommt es zur Formanderung der
Thrombozyten (Pseudopodienausbildung) und Freisetzung plattchen—
aktivierender  Substanzen (zum Beispiel Adenosindiphosphat (ADP),
Thromboxan A, (TXAy) plattchenaktivierenden Faktors (PAF), Serotonin,
Fibrinogen, vVWF).

Die Aktivierung der Thrombozyten hat eine Konformationsédnderung ihres
GPIlIb/llla—Rezeptors zur Folge. Das freigesetzte Fibrinogen und der VWF
kénnen somit an den ,aktivierten“ Rezeptor binden. Es kommt zur Bildung von
Proteinbriicken zwischen den Plattchen. So entstehen die ersten noch relativ
instabilen Aggregate.

Ein flieBender Ubergang zur plasmatischen Gerinnung folgt.

1.4.3. Sekundiare Hamostase

Das Endprodukt der sekundaren H&mostase ist das Fibrin, das fir die
mechanische Festigkeit des gebildeten Thrombus entscheidend ist. Das Fibrin
ist das Endprodukt des extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystems, die
nicht als zwei voéllig getrennt existierende Systeme funktionieren, sondern
flieBende Ubergange und eine gemeinsame Endstrecke beinhalten.

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren die Gerinnungsfaktoren, die in
der Mehrzahl Serinproteasen entsprechen und in der Leber gebildet werden, als
inaktive Vorstufen (Proenzyme, Zymogene) im Blut, dadurch sind sie dem
Einfluss der Inhibitoren entzogen. Sie werden wahrend des Gerinnungsablaufs
proteolytisch aktiviert. FV und FVIIlI sind keine Enzyme, sondern Kofaktoren,

welche die Geschwindigkeit des Reaktionsablaufs modifizieren.
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Im  Rahmen der Thrombozytenaktivierung werden negativ geladene
Phospholipide durch einen sogenannten Flip—Flop—Mechanismus von der
inneren Schicht der Plasmamembran in die &uBere Schicht verlagert. Die
Reaktionen der Gerinnungsfaktoren finden an der Oberflache von
Phospholipiden statt.

FOr die komplette Synthese der Faktoren II, VII, IX und X ist Vitamin K

erforderlich.

» das extrinsiche System

Der extrinsische Proteasenkomplex bestehend aus TF und FVII st
verantwortlich fir die Auslésung der Gerinnung. TF, ein weit verbreitetes
Membranprotein, das infolge einer GefaBverletzung freigesetzt wird, bindet an
das im Plasma zirkulierende FVII und FVlla. Der TF/FVIla—Enzymkomplex hat
zwei wesentliche Substrate, FIX und FX, wobei FX zum einen auf diesem Weg
aktiviert wird, zum anderen aber auch durch FlXa. Als Kofaktor wird Ca®'
bendtigt (siehe Abbildung 2).

Die aktivierten FIX und FX aktivieren nun wiederum FVII (Rickkoppelungs—
mechanismus) und beschleunigen somit den Gerinnungsablauf (59). Auch

FVlla kann seine inaktive Vorstufe FVII aktivieren.

» das intrinsische System

Der intrinsische Proteasenkomplex bestehend aus FVllla und FIXa dient der
Beschleunigung der Blutgerinnung, nachdem diese durch den Komplex
TF/FVlla ausgel6st wurde.

FXIl, als Bestandteil des intrinsischen Systems, scheint, nach derzeitigem
Stand der Forschung, unter physiologischen Bedingungen als Ausléser der
Blutgerinnung irrelevant zu sein. Individuen, die einen FXlI-Mangel haben,
zeigen keine Beeintrachtigung der Gerinnungsablaufe und bendtigen auch
keine Therapie (49).

Nach Adsorption an subendotheliale Kollagenfasern wird FXII durch Kallikrein
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aktiviert. Als Rickkoppelungsmechanismus katalysiert FXlla die Umwandlung
von Prakallikrein zu Kallikrein. Weiterhin aktiviert FXlla FXI. Bei den
Interaktionen spielt das hochmolekulare Kininogen als nichtenzymatscher
Kofaktor eine Rolle. In Anwesenheit von Ca®* erfolgt die Aktivierung von FIX
durch FXla. SchlieBlich aktiviert FIXa unter Mithilfe von Ca®*, Phospholipiden
und FVllla FX (59) (siehe Abbildung 2).

Die Interaktionen zwischen exogenem und endogenem Weg werden durch die
sogenannte Josso—Schleife abgebildet (56) (siehe Abbildung 1).

FIXa TF/FVlla

N

Abb.1: Josso—Schleife.

> die gemeinsame Endstrecke

Der weitere Ablauf in der Gerinnungskaskade erfolgt im extrinsichen und
intrinsischen System auf dem gleichen Weg. FXa bewirkt eine Umwandlung von
Prothrombin zu Thrombin. Diese Reaktion wird beschleunigt durch die
Anwesenheit der Kofaktoren: Phospholipide, Ca®** und FVa.

Thrombin spaltet aus dem langkettigen Fibrinogenmolekil die Fibrinopeptide A
und B ab. Es entstehen zunachst l6sliche Fibrinmonomere, die sich zu
Fibrinpolymeren zusammenlagern. Unter Einwirkung von FXllla, der durch die
Thrombin—Aktivierung seiner inaktiven Vorstufen entsteht, werden kovalente
Bindungen zwischen benachbarten Monomeren gebildet (siehe Abbildung 2).
Somit wird das netzartige noch |dsliche Thrombozyten—Aggregat durch
Quervernetzung stabilisiert (53).
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intrinsisches System extrinsisches System

geschadigtes
Endothel
Kininogen
Kallikrein
negativ geladene Oberflachen

Fxi  — o

FVllla, Ca**, Ph.l. l

EX ) FXa < EX

FVa, Ca*, Ph.l.

( Prothrombin (FII) > Thrombin (Flla)
Fibrinogen (Fl) > o in (Fla)
gemeinsame <
Endstrecke FXllla, Ca®*
quervernetztes
\ Fibringerinnsel

Abb. 2: Darstellung der Gerinnungskaskade des extrinsischen und intrinsischen Systems sowie
der gemeinsamen Endstrecke in vereinfachter Form (nach Berg, Tymoczko, Stryer,

Biochemie, 5. Aufl., 2003, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg Berlin, S. 312).
Ph.l.=Phospholipide
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1.4.4. Inhibitoren des Blutgerinnungssystems

Dem Gerinnungssystem steht ein ausgewogenes antagonistisches System
gegenlber. Seine wichtigsten Aufgaben bestehen in der Hemmung aktivierter
Gerinnungsfaktoren sowie dem proteolytischen Abbau Uberschissigen Fibrins
durch das proteolytische System. Das verhindert eine VergréBerung des
Thrombus Uber das erforderliche MaB hinaus und wirkt einer Generalisierung

des Gerinnungsvorgangs im Gesamtorganismus entgegen.

>  Antithrombin

Antithrombin (AT) ist offenbar der entscheidende Faktor, der eine GbermaBige
Blutgerinnung verhindert. Er bindet und inaktiviert mit groBer Effizienz FXa und
Thrombin, mit geringer Effizienz auch FIXa, FXla, FXlla und Kallikrein. Heparin
bindet an Antithrombin und induziert eine Konformationsanderung, durch die
das AT eine ungefahr 1000fach hdhere Affinitat gegentiber seinen Substraten
FXa und Thrombin erhélt (1).

>  Protein C/S-System

Der Abbau von FVa und FVlla erfolgt durch Protein C. Dieses muss zur
Entfaltung seiner antikoagulatorischen Eigenschaften aktiviert werden. Die
Aktivierung ist direkt an den plasmatischen Gerinnungsprozess gekoppelt und
wird durch Thrombin induziert, welches an das Rezeptorprotein der Membranen
der Endothelzellen, Thrombomodulin, gebunden ist. Das Thrombin ist somit
nicht nur der zentrale Ausléser der Blutgerinnung, sondern aktiviert auch einen
Inhibitor der Blutgerinnung. Ein wichtiger Kofaktor des Protein C ist das Protein

S (75). Beide Proteine werden Vitamin K—abhangig in der Leber synthetisiert.

»  Tissue factor pathway inhibitor

Der TFPI bildet zusammen mit FXa, FVlla und dem TF in Gegenwart von Ca?*
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einen Komplex, der die Aktivitdt der extrinsischen Gerinnungskaskade
unterdriickt (19). Der gréBte Anteil des intravaskularen TFPI ist an die
Endoltheloberflache gebunden und kann von dort durch Heparin ins Plasma
freigesetzt werden. Im Plasma zirkuliert TFPI vorwiegend als Komplex mit
Lipoproteinen und nur in weniger als 10% in freier Form.

Leicht erhéhte Werte wurden bei KHK und mit zunehmender
Schwangerschaftsdauer festgestellt. Nach Heparintherapie ist ebenfalls,
dosisabhangig, ein Anstieg der TFPI-Aktivitat zu verzeichnen (111).

1.4.5. Das fibrinolytische System

Das fibrinolytische System schitzt neben den Inhibitoren der plasmatischen
Gerinnung den Organismus vor tUberschieBender Gerinnung. Wéhrend die oben
genannten Inhibitoren die Fibrinbildung verhindern, kann das wirksame Enzym
der Fibrinolyse, das Plasmin, bereits gebildetes Fibrin, aber auch Fibrinogen
abbauen.

Das aktive Enzym Plasmin entsteht durch Proteolyse aus dem inaktiven
Proenzym Plasminogen. Dazu ist die Einwirkung von Plasminogenaktivatoren
erforderlich.

Plasmin baut Fibrinogen und Fibrin in unterschiedlich groBe Isliche
Fibrinogen— und Fibrinspaltprodukte ab (25). Die Degradationsprodukte des
Fibrins, welche die D-Domanen enthalten, werden auch D-Dimere genannt.
Plasmin spaltet zudem FV und FVIIl, sodass neben der Auflésung von
Blutgerinnseln auch eine Verminderung der Blutgerinnungsfahigkeit resultiert.
Gerinnung und Fibrinolyse stehen unter physiologischen Bedingungen in einem
Gleichgewicht.

Einige anerkannte Risikofaktoren der KHK, zum Beispiel Nikotinabusus oder
Hyperlipoproteindmie sind mit einer eingeschrankten Aktivitdt des
Fibrinolysesystems assoziiert (115).

16



»  Aktivatoren der Fibrinolyse

Der wichtigste physiologische Aktivator des Plasminogens ist der t—PA. Er wird
von Endothelzellen als einkettige Form synthetisiert und sezerniert. Bereits
geringe Mengen von FXa sowie Kallikrein vermdgen die einkettige Form in die
zweikettige aktive Form umzuwandeln (62). t—PA wird an Fibrin gebunden.
Seine enzymatische Aktivitdt wird durch Fibrin und Fibrinderivate verstarkt,
sodass t—PA bevorzugt an Fibrin gebundenes Plasminogen aktiviert. Dadurch
wird die Fibrinolyse an den Ort des Bedarfs konzentriert.

Ein weiterer physiologischer Aktivator des Plasminogens ist die Urokinase.

» Inhibitoren der Fibrinolyse

Entstandenes Plasmin wird im Plasma von Inhibitoren neutralisiert. Der
wichtigste Inhibitor ist das ax—Antiplasmin. Er inhibiert Plasmin durch Bildung
eines stabilen Komplexes. Daneben wird die Adsorption von Plasminogen an
Fibrin reduziert.

Ein weiterer physiologischer Inhibitor ist der unter anderem in Endothel und
Hepatozyten synthetisierte PAI-1. Er inaktiviert den t—PA und auch die
Urokinase (69).

1.5. Faktor VIl

1.5.1. Biochemische und physiologische Grundlagen

Das FVII-Gen ist auf Chromosom 13 lokalisiert. Die Synthese von FVII erfolgt
in der Leber. Er gehért zu den Vitamin K—abhangigen Gerinnungsfaktoren und
muss somit um seine volle Funktion im Gerinnungsablauf zu erhalten
carboxyliert werden (130). Die y—Carboxylierung geschieht an seinem N-
terminalen Ende, dabei ist Vitamin K der Kofaktor dieser enzymatischen
Reaktion (16) (siehe Abbildung 3).
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Abb. 3: Aminoséuresequenz und Proteinstruktur von FVII.
<=Zur Aktivierung notwendige Spaltungsstelle in Position 152
y=y—Carboxylierungsstellen
(nach Miller—Berghaus, Hadmostaseologie, 1. Auflage, 1999, Springer Verlag, S. 258).

Das Proenzym (FVII) ist in sehr geringer Konzentration im Blut enthalten, circa
500 upg/l. Ungefédhr 1% davon ist als aktivierte Form (FVlla) im Plasma
nachweisbar (92).

Sowohl FVII, als auch FVlla binden im ersten Schritt der extrinsichen
Gerinnungskaskade an TF, der in der Tunica media lokalisiert ist oder von
Monozyten exprimiert wird (128). Dies geschieht in Anwesenheit von Ca?®*. Es
handelt sich um eine hochaffine Bindung. TF, ein zellmenbrangebundenes
Glykoprotein dient als zellularer Rezeptor und enzymatischer Kofaktor fir FVII
und FVlla. Er wird fir FVII und FVlla zugéanglich nach Gewebeverletzungen an
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Kontaktstellen der verletzten Oberflachen mit zirkulierendem Blut. Der
Gerinnungsprozess wird somit auf den Verletzungsbereich begrenzt.
Andererseits fanden Wilcox et al. TF mRNA und das Protein in groBen Mengen
in arteriosklerotischen Plaques und in Makrophagen (128). Die Vorkommen
waren gréBer als in der Tunica media gesunder GefaBe. Die Expression wird
induziert durch Zytokine (31).

Bei der Aktivierung von FVII zu FVlla wird das einkettige Proenzym in eine
leichte und eine schwere Peptidkette gespalten. Die schwere Kette enthalt das
katalytische Zentrum und hat eine 50 bis 150fach héhere Aktivitat als die native
Einketten—Form (130, 77). Unterschiede bestehen in der Aktivierungs—
geschwindigkeit fur freien FVII und an TF gebundenen FVII. Im Komplex mit TF
kann FVII mit gréBerer Geschwindigkeit aktiviert werden.

In vivo existieren zwei Wege zur Aktivierung des FVII, der an TF gebunden ist.
Die initiale Entstehung von FVlla ist darauf zurlGckzuflhren, dass einerseits
Spuren von FIXa und FXa durch geringe Mengen an TF/FVII-Komplexen sowie
TF/FVIla—Komplexen mit Ca** und Phospholipiden als Kofaktoren gebildet
werden. Diese Spuren an FIXa und FXa kénnen wiederum inaktive TF/FVII-
Komplexe zu TF/FVlla aktivieren. Des weiteren spielt auch der positive
Feedback—Mechanismus des Thrombins bei der Aktivierung von TF/FVII eine
Rolle. Zusatzlich gibt es auch die Mdglichkeit der autokatalytischen Aktivierung
durch urspringlich schon vorhandene TF/FVlla—Komplexe (71).

Mit Ca®* gesattigter FVIla ist auch ohne TF als Serinprotease katalytisch aktiv,
jedoch mit geringer Reaktionsgeschwindigkeit. An TF gebunden nimmt die
Effizienz von FVlla erheblich zu.

Der wichtigste Inhibitor des TF/FVIlla—Komplexes ist der TFPI, der zunachst mit
FXa einen Komplex bildet und dann in diesem Zustand die TF/FVlla—
Verbindung komplexiert (26). Es entsteht somit ein quartdnerer Komplex. Das
TFPI-Protein wurde gefunden in Thrombozyten, im Plasma, wo es mit LDL
assoziiert ist und in der Tunica adventitia, von wo aus es durch Heparin
freigesetzt werden kann (36, 52, 97). Arteriosklerotische Plaques wiesen
beides auf, TFPI mRNA und Protein. Es wurde ebenso beobachtet, dass TFPI

an fokalen Makrophagenansammlungen lokalisiert war, was hinweisend daflr
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sein kdnnte, dass TFPI in Schaumzellen sythetisiert wird (36). Somit kénnten
Makrophagen beides produzieren, TF und seinen Inhibitor TFPI.

1.5.2. Die Problematik der MeBmethoden

Die Messung des FVII erfolgt routinemaBig als Aktivitatsbestimmung (FVIic).
Der meistgebrauchlichste kommerzielle Test ist eine Endpunkitmessung bei
Fibrinbildung. Es wird ein Ansatz hergestellt aus Plasma, FVII-Mangelplasma
und Ca?". Die Reaktion wird gestartet durch Zugabe von Thromboplastin—
Reagenz. Das Messergebnis stellt eine Mischung aus den Konzentrationen der
Zymogenform (FVII-Antigen) und der aktivierten Form dar. Welche
Konzentration des basalen FVlla das Messergebnis beeinflusst, kann im
Einzelnen nicht ermittelt werden.

Eine Reihe von Fehlermdglichkeiten ist bei der Aktivitatsbestimmung mdglich,
da es sich hier nicht um einen standardisierten Test handelt. In der Literatur
beschrieben ist eine Vortduschung hdéherer FVII-Aktivitaten als tatsachlich
vorhanden durch in vitro—Ké&lteaktivierung (Stehenlassen einer Probe bei 4°C)
des FVII zu FVlla und durch Kontakt mit Glas (50, 102). Weiterhin gibt es
unterschiedliche Messergebnisse bei Benutzung verschiedener Thrombo—
plastine und unterschiedlicher Mangelplasmen. Bovines Thromboplastin ist
sensitiver gegenuber FVlla, wahrend zum Beispiel flir das humane
Thromboplastin keine Unterschiede hinsichtlich Sensitivitdt gegenlber der
aktivierten und inaktiven Form bestehen (81). Bei Verwendung von
Mangelplasma, welches Protein C—frei ist, zeigt sich ein deutlicher
Sensitivitatsanstieg gegentiber FVlla (84). Ferner ist im Einzelfall nicht bekannt,
ob alles Proenzym in messbare Aktivitat Gberfahrt wird (81).

Diese methodischen Unklarheiten fihren dazu, dass die klinischen Studien zur
Erfassung der FVII-Atherogenitat nicht vergleichbar sind beziehungsweise,
dass unterschiedliche Studienergebnisse auf die unterschiedlichen Methoden
zurlckgefuhrt werden missen.

AuBer der Aktivitatsmessung von FVII ist auch eine Bestimmung der FVlla—

Konzentration méglich. Dazu verwendet man einen rekombinanten TF, welcher
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zwar seine Kofaktor—Aktivitat beibehalt, inaktiven FVII aber nicht zu FVlla
aktivieren kann. Es wird also ausschlieBlich FVlla erfasst. Die Aktivierung des
TF/FVII-Komplexes durch Spuren von FIXa und FXa oder durch
autokatalytische Aktivierung und die sich somit ergebenden Ungenauigkeiten
der FVlla—Bestimmung entfallen hierbei. Der Test stellt damit einen
universellen Marker flr die Aktivierung des Gerinnungssystems dar. Diese
direkte Messung der FVlla—Konzentration ist erst seit kurzer Zeit mdglich, seine
klinische Bedeutung ist somit noch nicht gesichert (71).

1.5.3. Erhohte Faktor VII-Spiegel

Der Zusammenhang zwischen erhéhten FVIlc-Spiegeln und dem Risiko
ischamischer kardiovaskularer Ereignisse wurde in der NPH-Studie als erstes
beschrieben (77). Die nachfolgende PROCAM-Studie zeigte ebenfalls diese
Tendenz (65). Aufgrund des in der NPH-Studie benutzten Assays stellte man
jedoch spater die Vermutung auf, erhéhte Konzentrationen von FVlla seien mit
KHK assoziiert und FVlla somit der bessere Indikator fir kardiovaskulare
Ischamien.

Dem gegeniber steht das Ergebnis unter anderem der Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC)-Studie, in der die erhéhte FVII-Aktivitat nicht als
Risikofaktor fir KHK bestéatigt werden konnte (42, 43).

Die Assoziation von Lipiden und FVllc—Spiegeln wurde in mehreren Studien
nachgewiesen. Erhéhte FVII-Aktivititen wurden nach Cholesterin—reichen
Diaten gemessen (87). Auch die Daten der zweiten NPH-Studie zeigten eine
starke positive Assoziation der postprandialen Triglyceridkonzentrationen mit
erhéhtem FVllc und FVII-Antigen (27). Balleisen et al. zeigten eine positive
Korrelation zwischen dem Kérpergewicht, dargestellt als Broca—Index und FVlic
auf (10).

Die Studie von Balleisen et al. wies zusatzlich eine positive Assoziation
zwischen FVllc und Alter auf. Dies war unabhangig von anderen Charakteristika
der Populationen wie Rauchen, Adipositas und Menopause (11). Scarabin et al.

stellten ebenso einen Zusammenhang zwischen erhdhten FViIlc-Werten und
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Alter fest. Sie erklarten dies jedoch mit einem héheren Anteil an FVlla (114).
Des weiteren ist ein positiver Zusammenhang zwischen FVIlc und weiblichem
Geschlecht bekannt (57). Offensichtlich haben postmenopausale Frauen
héhere FVllc-Spiegel, als Manner. Auch hier ist nach Scarabin et al. die
erhéhte Basalkonzentration von FVlla ausschlaggebend (114).

Zum Einfluss der genetischen Polymorphismen von FVII-Gen auf das Risiko
einen Myokardinfarkt zu erleiden gibt es kontroverse Meinungen. Girelli et al.
bestatigten eine Assoziation zwischen erhdéhtem FVlla bei Myokardinfarkt—
Patienten und dem 5'F7— sowie R353Q—-Polymorphismus (48). Der neuesten
Meta—Analyse von Ye et al. zufolge ist dieser Zusammenhang jedoch nicht
signifikant (134).
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2. Inhalt und Zielsetzung der Dissertation

Erhdéhte Aktivitat von FVII wird in der Literatur als einer der neuen
Risikofaktoren flUr Arteriosklerose diskutiert. Die NPH-Studie wies einen
signifikanten Zusammenhang zwischen erhéhtem FVllc und tddlichen
kardiovaskuldren Ereignissen nach. In der PROCAM-Studie zeigte sich
diesbezlglich eine Tendenz. Eine Reihe anderer Studien, zum Beispiel
Atherosclerosis Risk in Communities Study (ARIC), European Atherosclerosis
Research Study (EARS), Progetto Lombardo Atero—Trombosi Study (PLAT),
Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction (PRIME) konnte
diese Assoziation jedoch nicht bestétigen. Die Ursache flr diese Diskrepanz ist
vermutlich methodisch bedingt. Die Aktivitdtsmessung von FVII, die in diesen
Studien durchgeflhrt wurde, entspricht nahezu der Gesamtkonzentration des
Proteins FVII, einschlieBlich der basalen FVlla—Konzentration. Méglicherweise
ist aber nur FVIla mit dem Arterioskleroserisiko assoziiert.

In den angewandten Assays wurden unterschiedliche Thromboplastine und
Mangelplasmen benutzt. Protein C—freies Mangelplasma in Kombination mit
einem aus Kaninchenhirn stammenden Thromboplastin zeigt eine erhdhte
Sensitivitdt gegenuber FVlla. Diese Zusammensetzung wurde im Assay der
NPH-Studie eingesetzt. In den Tests der anderen Studien wurden
Thromboplastine eingesetzt, welche humaner Herkunft waren oder ebenfalls
vom Kaninchenhirn stammten, jedoch enthielten die Mangelplasmen hier das
Protein C.

In der vorliegenden Studie wurde der Zusammenhang zwischen FVlla und dem
Arterioskleroserisiko untersucht. Dazu wurde eine Fall-Kontroll-Studie
durchgefihrt und eine relativ neue Methode =zur Erfassung von FVlla
angewandt, die auf rekombinantem Thromboplastin basiert.

In der Arbeit wurde untersucht, ob es einen Unterschied zwischen den
verschiedenen FVIl-Fraktionen (FVllc, FVlla) bei Myokardinfarki—Patienten und
gesunden Kontrollpersonen gab. Des weiteren wurden Zusammenhange

zwischen einerseits FVllc, andererseits FVlla mit zahlreichen klinischen und
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Laborparametern, insbesondere TF und TFPI, geprift und ebenfalls die
Unterschiede diesbeziiglich zwischen der Patienten— und Kontrollpopulation.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten— und Kontrollkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 221 Manner mit Myokardinfarkt im Alter von 22
bis 74 Jahren, die zur koronaren Rehabilitation in die LVA—KIlinik Salzetal, Bad
Salzuflen, eingewiesen worden waren.

Die Diagnose des Myokardinfarktes erfolgte auf der Grundlage der WHO-
Kriterien, die zum Zeitpunkt der Studie glltig waren (retrosternale Schmerzen
mit typischen EKG—Veranderungen oder einem mindestens dreifachen Anstieg
von Creatinkinase in der akuten Phase oder typischen Veranderungen in der
Angiographie).

Patienten unter oraler Antikoagulation wurden nicht berlcksichtigt. Einnahmen
von Antihypertensiva, Thrombozytenaggregationshemmern und Antidiabetika
stellten keine Einschrankung dar. Lipidsenkende Medikation wurde zwei
Wochen vor Blutentnahme abgesetzt.

Das Kontrollkollektiv (218 Manner) stammte aus der PROCAM-Studie, die
1979 initilert wurde. Hier wurden gesunde Beschaftigte westféalischer Betriebe
auf kardiovaskulare Risikofaktoren hin untersucht und blieben unter
Beobachtung, um Mortalitdt, Myokardinfarki— und Schlaganfallinzidenz zu
erfassen. Die Erstaufnahme beinhaltete Anamnese, kdrperliche Untersuchung,
Messung des Blutdruckes, Ruhe-EKG, laborchemische sowie
gerinnungsphysiologische Analyse des vendsen Blutes.

3.2. Blutentnahme und —praparation

Die vendse Blutabnahme erfolgte vier bis sechs Wochen nach dem
Myokardinfarkt mit einem Entnahmesystem der Firma Sarstedt, Nimbrecht.
Das Citratblut (ein Teil 3,13% Natriumcitrat plus neun Teile Venenblut) wurde
innerhalb von 2 Stunden nach Venenpunktion bei Raumtemperatur fir 15
Minuten bei 2500 x g zentrifugiert, des weiteren das Plasma abpipettiert. Die
Gewinnung des Serums fir die klinisch—chemische Analytik erfolgte durch
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Zentrifugieren des vendsen Blutes fir 10 Minuten bei 3000 x g.

FlOr die Weiterbearbeitung wurden Plasma und Serum in Kunststoffréhrchen
(Nunc, Wiesbaden) zunéachst aliquotiert und anschlieBend sofort bei —70°C
eingefroren. Auch bei den anschlieBenden Gerinnungstests wurde der Kontakt
des Plasmas mit Glas vermieden, um einer Aktivierung der Gerinnung

vorzubeugen.

3.3. Bestimmung klinischer Parameter und Festlegung qualitativer
Merkmale

Die Blutdruckmessung erfolgte nach der Riva—Rocci—-Methode mit einer an
Oberarmumfang adaptierten aufblasbaren Manschette und einem Manometer.
Der Body Mass Index (BMI) wurde nach folgender Formel berechnet:

BMI=Gewicht in kg/(K&rpergréBe in m)2.

Sowohl beim Patienten—, als auch beim Kontrollkollektiv wurde in der
Anamnese auf das Rauchverhalten sowie auf die Familienanamnese beziiglich

Myokardinfarkte eingegangen.

3.4. Klinisch—chemische und gerinnungsphysiologische Blutuntersu—
chungen

Die Bestimmung von Gesamtcholesterin und Triglyceriden im Serum fand am
Hitachi 737 Analysengerat (Roche) statt unter Verwendung von Reagenzien der
Firma Roche.

HDL—Cholesterinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Prazipitation mit
Phosphorwolframsaure/MgCl, (Roche).

LDL—Cholesterinkonzentrationen wurden mit der Friedewaldformel errechnet
(45):

LDL=Gesamtcholesterin — Triglyzeride/5 — HDL.
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Lp(a)-Konzentrationen konnten mittels Elektroimmundiffusion unter Benutzung
der Standards und Antiseren der Firma Immuno ermittelt werden.

Mit Hilfe des Behring Coagulation Analyzers (BCS) erfolgte die Messung von
Fibrinogen nach Clauss (23) unter Verwendung von Multifibren U (Dade
Behring). Auch die FXllc-Bestimmung erfolgte am BCS wobei Pathromtin SL
und Mangelplasma eingesetzt wurden (Dade Behring). Die FXlla—Messung
dagegen erfolgte mit einem kommerziellen Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA)-Kit (WAK Chemie).

Prothrombin Fragmente 1+2 (F1+2) wurden ebenso mit einem ELISA-Test
gemessen (Dade Behring).

Die PAI-1-Bestimmung mit kommerziellen Kits (Dade Behring) fand an einem
Roche Cobas Bio—Zentrifugalanalyzer (Roche) statt.

Das Plasminogen wurde unter Verwendung eines chromogenen Tests (Dade
Behring) bestimmt.

Die Messungen des C-reaktiven Proteins (CRP) (Eurogenetics) und der D—
Dimere (Roche) wurden mit ELISA—Tests durchgefihrt.

Die Messung von Blutzucker erfolgte am Hitachi 737 Analysengeréat (Roche) mit
den Reagenzien der Firma Roche.

3.5. Behring Coagulation Analyzer

Der BCS-Analyzer ist ein  Gerinnungssystem zur  Abarbeitung
koagulometrischer, chromogener und immunchemischer Tests. Es ist ein
JAutostart“—System flir den gesamten Prozess der Probenidentifikation,
Erstellen der Probenvorverdinnungen, Reaktion, Kalibration,

Kontrollmessungen tber Datenverarbeitung bis zum Ausdruck.
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»  Systemkomponenten des BCS

Vorverdiinnungskammem

Reagenz, Standard, Lo
Probe oder Kontrollen =

Abb. 4: Schematische Darstellung der Messeinheit am BCS.

Die Kammer fur das Ansetzen der Proben mit Reagenzien reicht von der
Rotormitte bis nach auBen. Sie ist durch zwei Rampen in drei Abschnitte
unterteilt (siehe Abb. 4):

- duBere Kuvette

- mittlere Kivette

- innere Kivette.

Die Rampen trennen die einzelnen Teile nicht véllig voneinander ab. Wenn die
Volumina der einzelnen Komponenten pipettiert werden, bleiben diese zuerst in
den einzelnen Kiivetten getrennt. Sie werden erst durch eine Mischrotation des
Rotors miteinander vermischt. Dabei laufen die FlUssigkeiten aufgrund der
Zentrifugalkrafte nach auBen und vermischen sich.

»  Optik des BCS

Der BCS-Analyzer arbeitet photometrisch beziehungsweise turbidimetrisch.
Die Lichtquelle ist eine breitbandig abstrahlende Xenon-Blitzlampe. Um Licht
mit der gewilnschten Wellenldnge zu erhalten, wird ein Interferenzfilter mit
entsprechender Schwerpunktwellenlange in den Strahlengang geschwenkt.
Waéhrend des Gerinnungsvorgangs tribt sich der Ansatz immer mehr ein, beim

Durchlaufen der Klvette wird der Lichtstrahl durch Absorption in der Lésung
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abgeschwacht.

TrObe, ikterische und hamolytische Proben haben eine erhdhte Eigenextinktion,
in diesem Fall wird die Schwelle zur Ermittlung der Gerinnungszeit von der
Auswertesoftware dynamisch erhdht.

3.6. Bestimmung der Konzentration des aktivierten Faktors VII

3.6.1. Prinzip

Die Staclot Vlla—rTF-Methode basiert auf rekombinantem TF (rTF), der ein
spezifischer Cofaktor flr FVlla ist. In Anwesenheit von Phospholipiden, Ca®,
rTF und FVlla wird der Gerinnungsvorgang gestartet. Die Zeit bis zum
Entstehen eines Fibringerinnsels verhalt sich umgekehrt proportional zur FVIla—
Konzentration im untersuchten Plasma. Der rTF kann inaktiven FVII nicht zu
FVlla aktivieren, somit gibt es keine Interferenzen durch FVII bei dieser
Messung. Der Test ist nur zu Forschungszwecken zugelassen (35).

3.6.2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial

- Puffer (10fach konzentriert)

- FVII-Mangelplasma (lyophilisiertes Humanplasma, dem FVII mittels Immun—
Adsorption entzogen wurde, spezifisch fir FVIlla—Tests)

- Gemisch aus rTF und Phospholipiden (lyophilisiert)

- FVlla—Standard (humaner rekombinanter FVlla)

- Kontroll-Plasma 1

- Kontroll-Plasma 2

- STA-CaCl, 0,025 M

- Patientenplasma (hier und im folgenden bezieht sich der Ausdruck Patienten—

plasma auf Plasma sowohl von Patienten, als auch von Kontrollpersonen)

Die Aufbewahrung aller Reagenzien erfolgte bei 2-8°C. Der Puffer wurde vor

Gebrauch 1:10 mit aqua dest. verdinnt. Das Mangelplasma erforderte eine
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Rekonstitution mit 1 ml aqua dest., es folgte eine Inkubation bei Raum-—
temperatur (18-25°C) fur 30 Minuten. Der rTF wurde genau wie das
Mangelplasma angesetzt. Die Vorbereitung des FVlla-Standards bestand
zunachst aus seiner Auflésung in 0,5 ml aqua dest. und der anschlieBenden
Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 Minuten. So behandelt war dieser 10fach
konzentriert und musste 1:10 mit Puffer verdiinnt werden, um die vorgegebene
Ausgangskonzentration zu erreichen, von der sich dann die weiteren

Verdinnungen far die Kalibration ableiteten:

FVlla—Standard eingesetztes Volumen der Ausgangs- Puffer
mU/mi konzentration des FVIla—Standards
t 1000 pl 0 pl
0,3t 300 pl 700 pl
0,1t 100 pl 900 pl
0,03 t 30 pl 970 ul

t=Ausgangskonzentration des FVlla—Standards

Die Vorbereitung der Kontrollplasmen erfolgte nach dem gleichen Schema wie
beim Kalibrator. Die CaCl—L&sung erforderte eine Vorwarmung auf 37°C vor
Gebrauch.

Das Auftauen der Patientenplasmen geschah bei 37°C in maximal 10 Minuten.
Einer Studie von Junker zufolge gibt es bei dieser Behandlungsweise keinen
systematischen Shift der FVIla—Spiegel bei frischem versus gefrorenem (—70°C)
und wiederaufgetautem Plasma (64).

Sowohl das Patienten— als auch das Kontrollplasma wurden wahrend der
praanalytischen und der Messphase bei Raumtemperatur gelagert, um eine
Aktivierung des Faktors VIl durch das Kallikreinsystem bei 2—8°C zu verhindern.
Der letzte Schritt umfaBte eine 1:10 Verdinnung der Patientenplasmen.

Die Bestimmungen wurden innerhalb von 2 Stunden durchgefihrt.
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3.6.3. Methodik

Die Messung erfolgte am BCS—Analyzer bei einer Wellenlange von 405 nm.

Das Messprotokoll wurde speziell fir die vorliegende Studie entwickelt.

» Kalibration

Um eine Messung quantitativ auswerten zu kdénnen, ist fir die entsprechenden
Reagenzien eine Kalibrationskurve erforderlich. Bei der FVlla—Messung erfolgte

dies mit dem entsprechenden Standard, wobei die Verdinnungsreihe vom BCS

automatisch erstellt wurde.
> Interne Qualitatskontrolle

Normalbereich: Kontroll-Plasma 1
Pathologischer Bereich: Kontroll-Plasma 2

3.6.4. Referenzbereich

0,5-8,4 ng/ml (91)

3.7. Bestimmung der Faktor VII-Aktivitat

3.7.1. Prinzip

Der Mangel eines der Faktoren des extrinsischen Systems fihrt zu einer
verlangerten Thromboplastinzeit (TPZ).

Zur FVII-Aktivitatsbestimmung wird die TPZ einer Mischung des FVII-
Mangelplasmas mit dem Patientenplasma gemessen. Durch Inkubation dieser
Plasmenmischung mit der optimalen Menge Thromboplastin und Ca** wird der

Gerinnungsvorgang ausgelést, die Zeit bis zur Bildung des Fibringerinnsels wird

bestimmt.
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Ein Patientenplasma, dem FVII fehlt, ist nicht in der Lage, seine Abwesenheit
im Mangelplasma auszugleichen, woraus eine Verlangerung der TPZ resultiert.
Die Aktivitdt des Gerinnungsfaktors in Prozent der Norm wird Uber eine
Bezugskurve ermittelt, die mit Verdinnungen von Standard—Human—Plasma
erstellt wird (30).

3.7.2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial

- FVII-Mangelplasma (lyophilisiertes Humanplasma mit einer FVII-Restaktivitat
von <1%)

- Thromborel S (Thromboplastin aus Human—Plazenta, CaCl,, Stabilisatoren)

- Standard—Human—Plasma

- Kontroll-Plasma N

- Kontroll-Plasma P

- Puffer (Imidazol-Pufferlésung)

- Patientenplasma

Das Aufbewahren aller Reagenzien erfolgte bei 2—-8°C.

Das lyophilisierte Mangelplasma wurde in 1 ml aqua dest. aufgelést. Es war
nach Rekonstitution 8 Stunden bei 15-25°C haltbar.

Gleiche Vorbereitungen erfolgten fir das Standard—Human—Plasma und die
Kontroll-Plasmen.

Das Thromborel S wurde in 10 ml aqua dest. rekonstituiert, vor Gebrauch auf
37°C erwarmt und 30 Minuten bei dieser Temperatur inkubiert. Es war 8
Stunden bei 37 °C haltbar.

Patientenplasmen wurden innerhalb von 10 Minuten bei 37 °C aufgetaut.

3.7.3. Methodik
Die Messung der FVllc—Konzentration erfolgte am BCS bei einer Wellenlange

von 405 nm. Das Messprotokoll wurde speziell fir die vorliegende Studie

entwickelt.
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> Kalibration

Zur Erstellung einer Bezugskurve wurde das Standard—Human—Plasma

verwendet. Die Verdiinnungsreihe erfolgte automatisch am BCS:

Uberpipettieren der zuvor
% der Norm Puffer Standard—Human—Plasma
hergestellten Konz.
100 1900 ul 100 pl
50 1000 pl - 1000 pl
10 1600 pl - 400 pl
1 900 ul - 100 pl

> interne Qualitatskontrolle

Normalbereich: Kontroll-Plasma N
Pathologischer Bereich: Kontroll-Plasma P

3.7.4. Referenzbereich

70—120% der Norm

3.8. Bestimmung der Tissue factor—Konzentration

3.8.1. Prinzip

Der IMUBIND Total Tissue factor ELISA basiert auf der “Sandwich”™-Technik
zur Quantifizierung von TF im Plasma.

Von der Maus stammende monoklonale Antikérper gegen den humanen TF
(primére Antikérper) benetzen die Offnungen der Mikrotiterplatten, in die
verdinnte Plasmaproben pipettiert werden. Nach erfolgter Inkubationszeit und

Abwaschen nichtgebundener Probe wird der gebundene TF mittels eines
spezifischen biotinylierten Antikérpers (sekundérer Antikérper) detektiert. Ein
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erneutes Abwaschen beseitigt alle nichtgekoppelten Partikel. Uber ein
Streptavidin—Peroxidase/Tetramethylbenzidin (TMB)-System und die Detektion
der Absorption bei 450 nm wird anhand einer Standardkurve die Konzentration
ermittelt.

Es werden TF—apo, TF und TF-FVII Komplexe detektiert. Der Test ist so
konzipiert, daB es keine Interferenzen durch andere Gerinnungsfaktoren oder

Gerinnungsinhibitoren gibt. Er ist nur zu Forschungszwecken zugelassen (3).
3.8.2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial

- Mikrotiterplatten mit Antikdrpern (primare Antikérper) gegen den humanen TF
beschichtet

- TF-Standards (0, 50, 100, 200, 500, 1000 pg/ml; lyophilisiert)

- sekundarer biotinylierter Antikérper gegen humanen TF (lyophilisiert)

- Enzym—Konjugat (Streptavidin—Meerrettich—Peroxidase)

- Verdinnungsmittel fir das Enzym—Konjugat

- Substrat (TMB)

- Waschpuffer (25% Triton X—100)

- PBS—Puffer (pH 7,4)

- H,SO,

- Rinderalbumin

- Patientenplasma

Das Aufbewahren aller Reagenzien erfolgte bei 2—-8°C.

Die verschiedenen Standards wurden jeweils in 1 ml (beziehungsweise 2 ml bei
0 pg/ml Standard) aqua dest. aufgeldst.

Die Rekonstitution der monoklonalen Antikérper erfolgte mit 5,5 ml aqua dest.
Dem Verdinnungsmittel fir das Enzym—Konjugat wurden 20 ml aqua dest.
hinzugegeben.

Der Waschpuffer entstand durch Hinzufiigen von 4 ml Waschpuffer zum zuvor
hergestellten PBS—Puffer (PBS—Puffer in 900 ml aqua dest. auflésen) und
anschlieBendes Aufflllen auf 1000 ml mit aqua dest.
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Der Probenpuffer setzte sich zusammen aus Waschpuffer und Rinderalbumin
(Endkonzentration 1 Vol.%=1 mg Rinderalbumin/100 ml Waschpuffer).

Die Patientenplasmen tauten fir 15 Minuten bei 37°C auf und wurden
anschlieBend 1:4 mit PBS—Puffer verdinnt.

Alle Lésungen wurden zwischendurch sorgfaltig auf einem Schuttler gemischt.

3.8.3. Methodik

Die Messung erfolgte an einem automatisierbaren ELISA—Prozessor, Behring
ELISA Prozessor 2000 (BEP 2000) (Dade Behring). Dies ist ein
vollautomatisches  Mikrotiterplatten—Analysegerat, das die komplette
Probenbearbeitung (Probenverdinnung, Proben— und Reagenzverteilung,
Inkubation, Waschvorgange, Plattentransport) sowie die photometrische
Messung und die Auswertung selbstéandig durchfihrt. Das Messprotokoll wurde

speziell fir die vorliegende Studie entwickelt.

>  Arbeitsablauf

Die gesamte Arbeitsprozedur erstreckte sich Uber 2 Tage.

Erster Tag: die TF—Standards und die verdiinnten Patientenplasmen wurden in
beschichtete Mikrotiterplatten pipettiert und inkubierten tiber Nacht bei 4 °C.
Zweiter Tag: es fand zunachst ein Waschvorgang statt, anschlieBend wurde der
Antikérper gegen den humanen TF hinzupipettiert und der Ansatz inkubierte ftr
1 Stunde bei Raumtemperatur. Es schloB sich ein erneuter Waschvorgang an.
Als nachstes wurde das verdinnte Enzymkonjugat zugeflgt, Inkubation far 1
Stunde bei Raumtemperatur und Waschen folgten.

Als letztes erfolgte die Substratzugabe und anschlieBende Inkubation. Die
enzymatische Reaktion wurde mit H,SO, gestoppt.

Die Absorptionsmessung fand am Photometer bei 450 nm innerhalb von 30
Minuten statt.
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> Kalibration

Die quantitative Auswertung erfolgte mittels einer Kalibrationsgeraden, die sich
aus der Verdinnungsreihe der TF-Standards ergab.

3.8.4. Referenzbereich

ist noch nicht erarbeitet

3.9. Bestimmung der Tissue factor pathway inhibitor-Konzentration

3.9.1. Prinzip

Der IMUBIND Total Tissue factor pathway inhibitor ELISA basiert auf der
“Sandwich”™-Technik zur Quantifizierung von TFPI in Plasma.

Vom Kaninchen stammende polyklonale Antikérper, die gegen den humanen
TFPI gerichtet sind (primare Antikérper), benetzen die Offnungen der
Mikrotiterplatten, in die verdinnte Plasmaproben pipettiert werden. Nach
erfolgter Inkubationszeit und Abwaschen nichtgebundener Probe wird die
Kunitz—1—-Doméane des TFPI mittels eines monoklonalen biotinylierten
Antikérpers (sekundarer Antikérper) detektiert. Ein erneutes Abwaschen beseitigt
alle nichtgekoppelten Partikel. Uber ein Streptavidin—Peroxidase/TMB-System
und die Detektion der Absorption bei 450 nm wird anhand einer Standardkurve
die Konzentration ermittelt.

Es werden sowohl der freie TFPI als auch der, an TF/FVIla—Komplex
gebundene detektiert. Der Test ist nur zu Forschungszwecken zugelassen (4).

3.9.2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial
- Mikrotiterplatten mit Antikérpern (primare Antikérper) gegen den humanen

TFPI beschichtet
- TFPI-Standard (5 ng/ml; lyophilisiert)
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- TFPI-Mangelplasma (lyophilisiert)

- TFPI-Referenzplasma (lyophilisiert)

- sekundarer biotinylierte Antikdrper gegen humanen TFPI (lyophilisiert)
- Enzym—Konjugat (Streptavidin—Meerrettich—Peroxidase)

- Verdlnnungsmittel fir das Enzym—Konjugat

- Substrat (TMB)

- Waschpuffer (25% Triton X—100)

- PBS—Puffer (pH 7,4)

- H,SO4

- Rinderalbumin

- Patientenplasma

Das Aufbewahren aller Reagenzien erfolgte bei 2—-8°C.

Die Vorbereitung der TFPI|-Standards setzte sich aus mehreren Schritten
zusammen: Zunachst wurde das Mangelplasma in 0,5 ml kaltem (2-8°C) aqua
dest. aufgeldst und anschlieBend 1:20 mit Proben—Puffer verdiinnt. 1 ml des
5%igen Mangelplasmas wurde dem TFPI-Standard hinzugegeben. Es folgte
eine Verdlnnungsreihe des Standards mit 4 Konzentrationen:

Uberpipettieren der
5% TFPI- TFPI-Standard
Standard—Konz. zuvor hergestellten
Mangelplasma 5 ng/ml
Konz.
0 1ml
2,5 ng/ml 500 pl 500 pl
1,25 ng/ml 500 pl - 500 pl
0,625 ng/ml 500 pl - 500 pl
0,312 ng/ml 500 pl - 500 pl

Das Referenzplasma wurde in 0,5 ml kaltem aqua dest aufgelést und 1:40 mit
PBS—Puffer verdinnt. Die Ubrigen Reagenzien wurden in der gleichen Weise
wie beim TF—ELISA—Verfahren vorbereitet.

Die Patientenplasmen tauten fir 15 Minuten bei 37°C auf und wurden
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anschlieBend 1:40 mit PBS—Puffer verdinnt.
Alle Lésungen wurden zwischendurch sorgfaltig auf dem Schittler gemischt.

3.9.3. Methodik

Die Messung erfolgte vollautomatisch am ELISA—Prozessor BEP 2000 bei einer
Wellenlange von 450 nm. Der Arbeitsablauf war vergleichbar dem bei der TF—
Messung. Das Messprotokoll wurde speziell fir die vorliegende Studie
entwickelt.

>  Kalibration

Die quantitative Auswertung erfolgte mittels einer Kalibrationsgeraden, die sich
aus der Verdinnungsreihe des TFPI-Standards ergab.

> interne Qualitatskontrolle

TFPI-Referenzplasma

3.9.4. Referenzbereich

75-120 ng/ml

3.10. Bestimmung der Tissue factor pathway inhibitor—Aktivitat

3.10.1. Prinzip

Der ACTICHROME TFPI-Aktivitat—Assay misst die Fahigkeit des TFPI die

katalytische Aktivitdt des TF/FVlla—Komplexes zu inhibieren, sodass weniger

FX zu FXa umgesetzt werden kann. Nach Inkubation der Proben mit TF, FVlla

und FX wird die Residualaktivitdt des TF/FVlla—Komplexes gemessen; der

wahrend der Reaktion aus FX noch entstandene FXa spaltet das zugegebene
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chromogene Substrat SPECTROZYME FXa, sodass p—Nitroanilin (pNA)
entsteht. Die Spaltung von SPECTROZYME FXa ist FXa spezifisch. Die
Absorption des pNA wird bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Die
Auswertung erfolgt anhand einer Standardkurve mit bekannten TFPI-
Aktivitaten. Der Test kann als Endpunkt— oder als kinetische Messung erfolgen.

Er ist nur zu Forschungszwecken zugelassen (2).

3.10.2. Reagenzien und Untersuchungsmaterial

- Assay—Puffer

- TFPI-Mangelplasma (lyophilisiert)

- TFPI-Standard (0,2 U/ml, lyophilisiert)

- TFPI-Referenzplasma (1 U/ml, lyophilisiert)
- FX (humaner Herkunft, lyophilisiert)

- TF (lyophilisiert)

- FVIla (humaner Herkunft, lyophilisiert)

- SPECTROZYME FXa (lyophilisiert)

- Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

- Eisessig

- Patientenplasma

Die Aufbewahrung aller Reagenzien erfolgte bei 2—-8°C.

5 ml Puffer wurden mit 20 ml kaltem (2-8°C), filtriertem, deionisiertem Wasser
gemischt. 0,5 ml des Assay—Puffers wurden jeweils in die zwei im Testkit
vorhandenen Roéhrchen mit TFPI-Mangelplasma pipettiert, gemischt und auf
Eis gestellt. Der Inhalt beider Réhrchen wurde zusammengebracht und mit
Assay—Puffer auf 19 ml aufgefillt. Dieses TFPI-Mangelplasma wurde
anschlieBend aliquotiert und konnte so bei —20°C bis zu einem Monat
aufbewahrt werden.

1 ml filtriertes deionisiertes Wasser wurde zum im Testkit vorhandenen TFPI-
Standard—Rdéhrchen zugegeben, sodass eine Endkonzentration von 0,2 U/ml

resultierte. Dies war die Ausgangskonzentration fir eine Verdlinnungsreihe des
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Standards, die mit TFPI-Mangelplasma nach folgendem Schema durchgefihrt

wurde:
TFPI-Standard eingesetztes Volumen eingesetztes Volumen des TFPI-
U/ml des 0,2 U/ml Standards Mangelplasmas
0,10 100 pl 100 pl
0,08 80 pl 120 pl
0,06 60 pl 140 pl
0,04 40 pl 160 ul
0,02 20 pl 180 ul
0 0 ul 200 pl

Das gebrauchsfertige TFPI-Referenzplasma entstand, indem 0,5 ml filtrierten
deionisierten Wassers zum im Testkit enthaltenen TFPI-Referenzplasma—
Rdéhrchen zugegeben wurden. Nach sorgfaltigem Mischen und Inkubation von
3 Minuten auf Eis erfolgte eine Aliquotierung des Plasmas. Die so
entstandenen Aliquots waren bei —20°C fir einen Monat haltbar.

Der lyophilisierte humane FX wurde mit 2,5 ml filtriertem aqua dest. gut
aufgeldst, aliquotiert und war anschlieBend bei —20°C fir einen Monat haltbar.
Die gebrauchten Aliquots wurden auf Eis bearbeitet.

Das Lyophilisat des TF wurde in 100 pl des Assay—Puffers gelést und
aliquotiert. Zum FVlla—Reagenz wurden 2,25 ml filtrierten aqua dest. pipettiert
und sorgfaltig gemischt. AnschlieBend erfolgte das Aliquotieren. Die Proben
wurden bei —20°C aufbewahrt.

Zum Herstellen des TF/FVIla—Reagenz wurden 13,3 pl der TF-Lésung mit 1 ml
FVlla gemischt. Das Reagenz wurde fir jeden Lauf frisch zubereitet.

Das SPECTROZYME FXa-Lyophilisat wurde mit 2,1 ml filtriertem deionisiertem
Wasser rekonstituiert. Die so gewonnene Lésung konnte bei —20°C bis zu
einem Jahr aufbewahrt werden.

Das Zubereiten des EDTA beinhaltete das Auflésen von 50 mg der Substanz in
2 ml filtriertem aqua dest. und die anschlieBende Einstellung des pH auf 8,4 mit
NaOH. Als nachstes wurde mit filtriertem aqua dest. auf 2,5 ml aufgefulit.

Die Patientenplasmen wurden vor Gebrauch rasch bei 37 °C aufgetaut.
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Vor der Messung wurden das TFPI-Referenzplasma und jede Patientenprobe
1:20 mit TFPI-Mangelplasma verdinnt.

3.10.3. Methodik

Die Messung erfolgte vollautomatisch am ELISA-Prozessor BEP 2000. Das

Messprotokoll wurde speziell fir die vorliegende Studie entwickelt.

»  Arbeitsablauf

Als erstes wurde das TF/FVlla—Reagenz zu den in den Mikrotiterplatten
vorgelegten Patientenproben, zum TFPI-Standard sowie zum zuvor verdliinnten
TFPI-Referenzplasma pipettiert. Es folgte eine Inkubation bei 37°C far 30
Minuten. AnschlieBend wurde FX zugegeben und bei 37°C fir 15 Minuten
inkubiert. Es schloss sich die Zugabe von EDTA sowie SPECTROZYME FXa
an. Mit dem letzten Schritt begann die Reaktion. Nach 25 Minuten wurde die
Reaktion mit Eisessig gestoppt. Bei einer Wellenlange von 405 nm konnte die
Absorption gemessen werden.

> Kalibration

Die quantitative Auswertung erfolgte mittels einer Kalibrationsgeraden, die sich
aus der Verdinnungsreihe des TFPI-Standards ergab.

> interne Qualitatskontrolle

TFPI-Referenzplasma

3.10.4. Referenzbereich

ist noch nicht erarbeitet

41



3.11. Statistische Methoden und Definitionen

Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe der SPSS for UnixSoftware (SPSS
Inc., Chicago, lllinois, USA), Version 6.1.

Zunachst wurden die Populationscharakteristika von Patienten und
Kontrollpersonen  gegentbergestellt.  AnschlieBend sind  Subgruppen
(Hypertonus, Rauchen, Myokardinfarkt in der Familie, Diabetes mellitus, Hyper—
cholesterindmie) gebildet und die Charakteristikaverteilung von Patienten und
Kontrollen verglichen worden.

Die quantifizierbaren Parameter (Alter, BMI, Gesamt-Cholesterin, HDL-
Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, Lp(a), RR systolisch, RR
diastolisch, Fibrinogen, CRP, PAI-1, D-Dimer, Plasminogen, FVlic, FVlla,
FXllc, FXlla, TF, TFPIl, F1+2, FVlla/FVllc, FXlla/FXllc, TFPI-Aktivitat/TFPI)
setzten sich zusammen aus normalverteilten Daten, die durch Mittelwert und
Standardabweichung beschrieben wurden und nicht normalverteilten Variablen,
die durch Median und Spannweite erfasst sind. Nicht normalverteilte Daten, die
in Ratios einbezogen wurden, sind zuvor logarithmiert worden.

Die qualitativen Parameter (Hypertonus/Normotonus, Raucher/ Nichtraucher,
Personen mit und ohne Myokardinfarkt in der Familie, Diabetiker/
Nichtdiabetiker) wurden dargestellt als Absolutwerte und sich daraus
ergebenden Haufigkeiten der Gruppe. Hypertonus wurde definiert als RR
2160/105 mmHg. Zur Rauchergruppe wurden aus dem Patientenkollektiv
diejenigen Personen gezahlt, die zum Zeitpunkt des Myokardinfarktes Raucher
waren beziehungsweise aus dem Kontrollkollektiv diejenigen, die es zum
Zeitpunkt der Untersuchung waren. Als Diabetiker wurden Personen definiert,
die einen anamnestisch bekannten Diabetes mellitus hatten oder einen
Nuchternblutzucker von >120 mg/dl aufwiesen.

Die Kollektive wurden bezlglich Alter adjustiert.

Der Vergleich von Mittelwerten normalverteilter Daten beziehungsweise
Medianen nicht normalverteilter Angaben stltzte sich auf den Wilcoxon—Test.
Die Haufigkeiten der qualitativen Parameter wurden mittels des Chi—Quadrat—

Tests nach Pearson verglichen.
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Als Signifikanzniveau der statistischen Tests galt p<0,05.

Weiterhin wurde untersucht, ob fir FVlla, FVllc und die Ratio FVlla/FVlic
Korrelationen mit klinischen und laborchemischen Parametern bestanden.
Daflr ist eine univariate Korrelationsanalyse nach Pearson flr die oben
benannten GréBen mit zuvor ausgewahlten Parametern, die bei Patienten und
Kontrollpersonen verscheiden waren, durchgefiihrt worden.

Mit der sich anschlieBenden multiplen Regressionsanalyse (MRA) nach
Pearson sollte die Frage beantwortet werden, ob der gegebenenfalls
signifikante Zusammenhang zwischen zwei Parametern auch unter
Einbeziehung von weiteren Parametern bestehen bleibt und somit echt ist.

In den Korrelationsuntersuchungen wurde das Gesamtkollektiv unter
Einbeziehung der Gruppen der Patienten und Kontrollpersonen als Kovariablen
(Patienten versus Kontrollpersonen) gemeinsam ausgewertet und als

Parameter ,Studie” zusammengefasst.
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4. Ergebnisse

Insgesamt 221 Manner, die im Alter von 22 bis 74 Jahren ihren ersten
Myokardinfarkt hatten und 218 mannliche Kontrollpersonen wurden in der
vorliegenden Fall-Kontroll-Studie untersucht.

4.1. Kollektivbeschreibungen

In Tabelle 1 sind die quantifizierbaren Populationscharakteristika von Patienten
und Kontrollpersonen dargestellt. Die Ratios FVlla/FVllc, FXlla/FXllc, TFPI-
Aktivitat/TFPI sollen den tatséchlichen Anteil des jeweiligen Parameters, der am
Gerinnungsvorgang unmittelbar beteiligt ist (FVlla, FXlla, TFPI), darstellen.
Zwischen Patienten und Kontrollpersonen bestanden keine signifikanten
Unterschiede bezlglich Gesamt—Cholesterin, LDL—Cholesterin, RR systolisch,
RR diastolisch, FVllc und der Ratio FXlla/FXllc. Signifikante Unterschiede
(p<0,05) traten auf bei BMI, HDL—Cholesterin, Triglyceriden, Lp(a), Fibrinogen,
CRP, PAI-1, D-Dimer, Plasminogen, FVlla, FXllc, FXlla, TF, TFPI, TFPI-
Aktivitat, F1+2, FVIla/FVIic und TFPI-Aktivitat/ TFPI.

Tabelle 2 stellt eine Beschreibung des Patienten— und Kontrollkollektivs mit
qualitativen Parametern dar. Die Merkmale Hypertonus und positive
Familienanamnese wiesen signifikante Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollen auf. Im Rauchverhalten und in Hinsicht auf Diabetes mellitus
unterschieden sich Patienten nicht von Gesunden.
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Patienten Kontrollpersonen
MW + SD MW + SD
n bzw. n bzw. P
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 224 47,2 +£9,0 218 47,5+8,5 ns
BMI x 10 (kg/m?3) 221 28,0 + 3,6 213 26 £ 3,2 <0,001
Gesamt-Chol. (mg/dl) 180 224.5 + 39,7 218 222,3 + 37,8 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 180 38,1 £ 9,1 218 49,7 + 13,6 <0,001
LDL—Cholesterin (mg/dl) 178 148,1+£ 37,2 212 145,1 £ 35,7 ns
Triglyceride (mg/dl) 180 | 121,0(43,0-563,0) | 218 | 115,0 (30,0 -512,0) 0,012
Lp(a) (g/1) 224 20,0 (0,0 — 227,2) 217 12,4 (0,0 — 174,0) <0,001
RR syst. (mm Hg) 220 129,1 £ 19,9 217 127,7 £+ 14,3 ns
RR diast. (mm Hg) 220 83,3+10,5 217 81,5+10,0 ns
Fibrinogen (g/l) 224 123,4 £ 54,7 218 280,4 + 59,6 <0,001
CRP (mg/l) 222 0,8 (0,0 — 25,0) 217 0,5 (0,0-19,2) <0,001
PAI-1 (U/ml) 57 3,6 (0,0 —19,1) 210 2,7 (0,0 —23,0) 0,004
D—Dimer (ng/ml) 224 |339,4 (25,8 -1524,0) | 217 |299,6 (120,9 —-836,1) | 0,006
Plasminogen (%) 224 105,0 £ 22,6 217 103,7 £ 13,1 0,009
FVlic (%) 224 111,1 £ 23,9 188 110,5+£ 18,8 ns
FVlla (%) 221 127,5 (46,7 — 205,3) | 218 71,4 (18,6 —210,7) <0,001
FXllc (%) 224 98,7 + 20,1 188 103,6 + 20,5 0,020
FXlla (%) 224 1,4 (0,4-13,3) 188 1,5(0,1-3,9) 0,042
TF (pg/ml) 223 101,0 (4,1 —378,7) 186 | 151,7 (67,8 — 655,6) | <0,001
TFPI (ng/ml) 224 69,1 +16,0 187 57,5+ 15,0 <0,001
TFPI-Aktivitat (U/ml) 224 2,0+05 188 1,9+0,5 <0,001
F1+2 (nmol/l) 223 62,7 (24,8 — 375,0) 218 80,0 (39,1 — 366,1) <0,001
(LN FVlla/FVlic) x 100 221 46+14 188 40+0,6 <0,001
(LN FXllax10/FXllc) x 100 | 224 2,705 188 26104 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 223 70+17 186 95+29 <0,001

Tabelle 1: Kollektivbeschreibung von Myokardinfarkt (MI)—Patienten und Kontrollpersonen mit
quantifizierbaren Parametern. Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als
Mittelwert (MW) = Standardabweichung (SD) sowie Median mit Bereich. ns=nicht

signifikant
Patienten Kontrollpersonen
n % n % P
ja 38 17,2 189 86,7
Hypertonus nein 183 82,8 29 13,3 0,019
Rauchen ja 190 86,4 118 541 ns
nein 30 13,6 100 45,9
. . ja 91 43,8 59 27,1
MI Famil 1
in der Familie nein 117 56,3 159 72,9 <0,00
. . ja 22 10,0 21 9,6
Diabetes mellitus nein 199 90.0 197 90.4 ns

Tabelle 2: Kollektivbeschreibung von MI-Patienten und Kontrollpersonen mit qualitativen Parametern
nach Altersadjustierung: anamnestisch bekannter sowie zum Zeitpunkt der Messung
festgestellter Hypertonus (RR =160/105 mmHg), Rauchen zum Zeitpunkt des MI bei
Patienten bzw. zum Zeitpunkt der Blutentnahme bei Kontrollpersonen, positive
Familienanamnese bezlglich Ml bei erstgradig Verwandten, anamnestisch bekannter
Diabetes mellitus oder Nlchternblutzucker >120 mg/dl.
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4.2. Subgruppenbeschreibungen

Nachfolgend wurden Subgruppen mit folgenden Merkmalen gebildet:
Hypertonus, = Rauchverhalten, positive = Familienanamnese  bezlglich
Myokardinfarkt, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie. Myokardinfarkt—
Patienten und Kontrollpersonen aus den jeweiligen Subgruppen sind anhand

der quantifizierbaren Parameter verglichen worden.
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4.2.1. Subgruppe Hypertonus

Als Hypertonus wurde ein RR =160/105 mmHg definiert.

Tabellen 3 und 4 stellen die Subgruppe der Hypertoniker/Normotoniker dar. Im
Patientenkollektiv treten signifikante Unterschiede bei Alter, Gesamt—, HDL-,
LDL—Cholesterin, Triglyceriden, RR diastolisch, Fibrinogen, PAI-1, Plasminogen
und FVlla auf. Im Kontrollkollektiv unterscheiden sich die Hypertoniker von den
Normotonikern signifikant in Alter, BMI, RR systolisch, RR diastolisch, Fibrinogen
und FXlla.

Patienten
Hypertoniker Normotoniker
MW + SD MW = SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 38 45,0 + 8,6 183 47,7 £ 9,1 0,025
BMI x 10 (kg/m?) 38 28,6 + 3,2 183 27,9+ 3,6 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 37 242.6 £ 39,0 140 219,4 + 38,8 <0,001
HDL-Cholesterin (mg/dl) 37 35,3+7,3 140 38,9+95 0,022
LDL—Cholesterin (mg/dl) 35 172,8 + 31,9 140 141,5+ 35,9 <0,001
Triglyceride (mg/dl) 37 | 152,0 (43,0—-427,0) | 140 | 117,0 (52,0 — 563,0) | 0,009
Lp(a) (g/1) 38 24,6 (0,0 —215,0) 183 | 19,9 (0,0 —227,3) ns
RR syst. (mm Hg) 38 131,1 £+ 15,6 182 128,6 + 20,8 ns
RR diast. (mm HQ) 38 86,3+7,9 182 82,7+£10,9 0,003
Fibrinogen (g/l) 38 293,4 +102,8 183 85,3 £ 37,9 <0,001
CRP (mg/l) 37 0,6 (0,1 —24,3) 182 0,9 (0,0 — 25,0) ns
PAI-1 (U/ml) 28 4,2 (0,0-19,1) 29 3,0 (0,0 -8,3) 0,047
D—Dimer (ng/ml) 38 |333,9(148,1 - 1524,0) | 183 | 341,3 (25,8 —1524,0)| ns
Plasminogen (%) 38 100,0 + 25,5 183 106,1 + 21,9 0,032
FVlic (%) 38 113,8 + 26,4 183 110,7 £ 23,5 ns
FVlla (%) 38 | 121,3 (46,7 — 200,0) | 181 | 130,7 (51,1 —205,3) | 0,045
FXllc (%) 38 98,9 £ 19,2 183 98,5 + 20,4 ns
FXlla (%) 38 1,4 (0,5-3,1) 183 1,3 (0,4 —-13,3) ns
TF (pg/ml) 38 | 105,5(47,3-193,4) | 182 | 99,1 (4,1 —378,7) ns
TFPI (ng/ml) 38 68,7 £ 16,6 183 69,51 15,9 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 38 1,9+0,4 183 21105 ns
F1+2 (nmol/l) 37 63,4 (24,8 —267,2) | 183 | 62,3 (25,0 —375,0) ns
(LN FVlla/FVlic) x 100 38 46+25 181 46+0,9 ns
(LN FXlla x 10/FXlIc) x 100 | 38 2704 183 2,7+0,5 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 38 7,2+1,8 182 7,017 ns

Tabelle 3: Populationscharakteristika in der Subgruppe Hypertonus bei Patienten.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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Kontrollpersonen

Hypertoniker

Normotoniker

MW + SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 29 51,6 £ 8,6 189 47,0+ 8,4 0,012
BMI x 10 (kg/m?2) 28 27,6 +3,4 185 25,8 £ 3,2 0,009
Gesamt-Chol. (mg/dl) 29 234,0 41,8 189 220,8 + 37,2 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 29 48,3+ 11,3 189 49,9 + 13,9 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 27 151,9 + 37,0 185 144,3 + 35,6 ns
Triglyceride (mg/dl) 29 | 116,0(71,0—-509,0) | 189 | 113,5 (30,0 —512,0) ns
Lp(a) (g/1) 29 14,0 (0,0 — 101,0) 188 | 12,0 (0,0 —174,0) ns
RR syst. (mm Hg) 29 142,0 + 18,7 188 1259 +12,7 <0,001
RR diast. (mm Hg) 29 92,0+ 12,8 188 80,1 £ 8,8 <0,001
Fibrinogen (g/l) 29 292,7 £ 41,8 189 278,8 £ 61,4 0,041
CRP (mg/l) 29 0,6 (0,0 -4,2) 188 0,5 (0,0 —19,2) ns
PAI-1 (U/ml) 28 3,3 (0,4 —23,0) 182 2,7 (0,0 — 23,0) ns
D—Dimer (ng/ml) 29 | 342,9 (204,5-672,9) | 188 | 297,4 (120,9-836,1)| ns
Plasminogen (%) 29 108,1 £ 18,0 188 103,1 £ 12,3 ns
FVlic (%) 24 114,7 £ 19,1 164 110,0 + 18,8 ns
FVlla (%) 29 74,1 (18,6 —116,8) | 189 | 70,8 (28,1 —210,7) ns
FXllc (%) 24 110,6 + 20,5 164 102,8 + 20,4 ns
FXlla (%) 24 1,7 (0,9 — 3,9) 164 1,5 (0,1 -3,1) 0,042
TF (pg/ml) 23 | 158,8 (67,8 —-249,4) | 163 | 151,5 (72,3 — 655,6) ns
TFPI (ng/ml) 24 60,8+ 11,9 163 57,1 £ 15,3 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 24 20104 164 1,9+0,5 ns
F1+2 (nmol/l) 29 84,4 (52,6 — 366,1) | 189 | 79,7 (39,1 —240,2) ns
(LN FVlla/FVlic) x 100 24 3,8+0,6 164 4,0+0,5 ns
(LN FXlla x 10/FXlIc) x 100 | 24 27104 164 26104 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 23 86+1,9 163 9,6 +3,0 ns

Tabelle 4: Populationscharakteristika in der Subgruppe Hypertonus bei Kontrollpersonen.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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4.2.2. Subgruppe Rauchen

In Tabellen 5 und 6 sind die Subgruppen der Raucher/Nichtraucher
veranschaulicht. Die Patienten zeigen sich beziglich Alter, Triglyceriden,
Fibrinogen, CRP, PAI-1, Plasminogen, FVlic, FXlic, FXlla, TFPI, F1+2 sowie
der Ratios FVlla/FVIlc und TFPI-Aktivitat/TFPI signifikant unterschiedlich. Das
Kontrollkollektiv weist signifikante Unterschiede bei RR systolisch, RR
diastolisch, Fibrinogen, CRP, Plasminogen, TFPI-Aktivitat und F1+2 auf.

Patienten
Raucher Nichtraucher
MW £ SD MW £ SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 190 46,2 + 8,4 30 49,4 +10,2 0,041
BMI x 10 (kg/m?3) 190 27,9 + 3,8 30 284 +29 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 151 227,6 + 43,3 25 219,2 + 30,4 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 151 37,7 £10,1 25 39,1+£6,5 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 149 147,2 + 40,7 25 152,1 + 28,8 ns
Triglyceride (mg/dl) 151 139,0 (43,0 — 563) 25 107,0 (58,0 — 285) 0,003
Lp(a) (g/l) 190 20,3 (0,0 — 227,3) 30 19,0 (0,0 — 134,0) ns
RR syst. (mm Hg) 189 131,0 £ 22,1 30 124,6 + 12,6 ns
RR diast. (mm Hg) 189 84,2+11,6 30 81,1+£6,9 ns
Fibrinogen (g/l) 190 100,8 + 50,7 30 177,8 + 50,3 0,007
CRP (mg/l) 188 1,1 (25,0 — 427,9) 30 0,5 (5,5-57,2) <0,001
PAI-1 (U/ml) 43 4,1 (0,0-19,1) 13 3,0 (0,4-11,4) 0,036
D—Dimer (ng/ml) 190 | 349,6 (25,8 — 1524,0) | 30 |309,9 (150,2 —1524,0) ns
Plasminogen (%) 190 108,0 £ 24,2 30 98,1 +17,2 <0,001
FVlic (%) 190 114,6 £ 24,1 30 103,1 £22,0 <0,001
FVlla (%) 188 | 129,2 (46,7 —205,3) | 30 | 128,6 (51,1 —200,0) ns
FXllc (%) 190 101,7 £+ 21,0 30 91,5+16,0 <0,001
FXlla (%) 190 1,5(0,4-13,3) 30 1,0(0,6 — 2,2) <0,001
TF (pg/ml) 189 | 102,2 (4,1 — 378,7) 30 97,3 (45,5 - 195,5) ns
TFPI (ng/ml) 190 71,9+16,8 30 63,3+11,8 <0,001
TFPI-Aktivitat (U/ml) 190 2,0+£05 30 2,0+£0,6 ns
F1+2 (nmol/l) 189 | 64,8 (25,0 — 375,0) 30 56,6 (24,8 —375,0) |<0,001
(LN FVlla/FVlic) x 100 188 44+15 30 48+1,0 <0,001
(LN FXlla x 10/FXllc) x 100 | 190 2,705 30 27+0,4 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 189 6,8+1,7 30 76+16 <0,001

Tabelle 5: Populationscharakteristika in der Subgruppe Rauchen bei Patienten.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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Kontrollpersonen

Raucher Nichtraucher
MW £ SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 118 47,0 £ 8,1 100 49,0 £9,2 ns
BMI x 10 (kg/m?2) 116 25,8 + 3,2 97 26,6 £ 3,4 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 118 223,8 + 38,3 100 218,6 + 36,9 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 118 49,5+13,9 100 50,3 + 13,0 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 117 146,4 + 37,0 95 141,8 £ 32,5 ns
Triglyceride (mg/dl) 118 | 117,0 (30,0 —509,0) | 100 | 103,3 (34,0 —512,0) ns
Lp(a) (g/1) 118 13,0 (0,0 — 174,0) 99 12,0 (0,0 — 131,0) ns
RR syst. (mm Hg) 117 126,1 £ 13,6 100 131,6 £ 15,9 0,010
RR diast. (mm Hg) 117 80,3 +10,1 100 84,3+94 <0,001
Fibrinogen (g/l) 118 288,5 + 63,7 100 261,0 + 43,3 0,002
CRP (mg/l) 117 0,7 (0,0 -19,2) 100 0,3 (0,0 —14,3) <0,001
PAI-1 (U/ml) 116 2,8 (0,0 — 23,0) 94 2,5 (0,0 — 23,0) ns
D—Dimer (ng/ml) 117 | 308,4 (136,9 —836,1) | 100 |292,6 (120,9 — 790,5) ns
Plasminogen (%) 117 105,0 £ 13,7 100 100,6 £ 11,2 0,024
FVlic (%) 118 110,4 £ 19,1 70 110,7 £ 17,8 ns
FVlla (%) 118 | 73,4(34,9-210,7) | 100 | 67,7 (18,6 — 166,2) ns
FXllc (%) 118 103,2 £ 20,3 70 105,1 £ 21,2 ns
FXlla (%) 118 1,5 (0,1 —3,9) 70 1,4 (0,3-2,9) ns
TF (pg/ml) 118 | 151,6 (67,8 —423,8) | 68 | 153,4 (76,8 — 655,6) ns
TFPI (ng/ml) 118 57,8 +152 69 56,4 + 14,4 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 118 1,9+0,5 70 1,7+0,5 0,004
F1+2 (nmol/l) 118 | 82,8 (39,1 —240,2) | 100 | 77,2 (43,0 —366,1) | 0,025
(LN FVlla/FVlic) x 100 118 4,0+0,6 70 3,9+0,5 ns
(LN FXlla x 10/FXlIc) x 100 | 118 26104 70 25+0,4 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 118 9,4+3,0 68 96+2,6 ns

Tabelle 6: Populationscharakteristika in der Subgruppe Rauchen bei Kontrollpersonen.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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4.2.3. Subgruppe Myokardinfarkt in der Familie

Tabellen 7 und 8 stellen die Subgruppen der Personen mit und ohne positive

Familienanamnese dar. In der Patientengruppe unterschieden sich die beiden
Subgruppen hinsichtlich FXllc, TFPI-Aktivitat und der Ratio FXlla/FXlla

signifikant voneinander.

Unterschied der Subpopulationen bei HDL—Cholesterin.

Die Kontrollgruppe zeigte einen signifikanten

Patienten
Ml in der Familie kein Ml in der Familie
MW £ SD MW £ SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 91 475+ 8,4 117 47,6 +9,2 ns
BMI x 10 (kg/m?) 91 28,0 £3,8 114 28,4 +3,3 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 71 228,8 + 39,5 93 223,6 £41,9 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 71 37,4 £9,0 93 39,1+9,4 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 71 151,5 + 38,2 92 145,0 + 38,6 ns
Triglyceride (mg/dl) 71 | 117,0 (43,0—-537,0) | 93 | 139,0 (52,0 — 563,0) ns
Lp(a) (g/1) 91 21,9 (0,0 — 227,3) 117 19,5 (0,0 - 191,0) ns
RR syst. (mm Hg) 91 129,6 £ 18,5 113 130,9£21,0 ns
RR diast. (mm Hg) 91 83,6 £9,0 113 83,9+11,6 ns
Fibrinogen (g/1) 91 104,8 + 52,1 117 112,3+47,3 ns
CRP (mg/l) 91 0,6 (0,0 — 25,0) 116 0,9 (0,0 —21,7) ns
PAI-1 (U/ml) 20 3,7 (1,2-9,3) 25 4,1 (0,0-19,1) ns
D—Dimer (ng/ml) 91 | 340,5 (25,8 —1460,8) | 117 | 334,6 (115,7 - 1524,0)| ns
Plasminogen (%) 91 104,2 + 19,9 117 108,1 + 22,1 ns
FVlic (%) 91 108,7 £ 25,0 117 112,8 £ 23,3 ns
FVlla (%) 90 | 132,7 (52,7 —200,0) | 115 | 129,3 (46,7 — 205,3) ns
FXllc (%) 91 949 +19,9 117 102,5+ 19,6 0,006
FXlla (%) 91 1,3 (0,5-13,2) 117 1,4 (0,4 -13,3) ns
TF (pg/ml) 91 | 104,4 (45,5—-319,5) | 116 95,9 (4,1 — 378,7) ns
TFPI (ng/ml) 91 705+144 117 69,5+17,3 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 91 2,2+0,5 117 2,0+05 0,019
F1+2 (nmol/l) 90 62,2 (24,8 —375,0) | 117 | 63,2 (25,0 — 375,0) ns
(LN FVIla/FVlic) x 100 90 48+1,9 115 44+0,9 ns
(LN FXlla x 10/FXllc) x 100 | 91 28+0,6 117 26+0,3 <0,001
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 91 6,9+1,6 116 70+£1,8 ns

Tabelle 7: Populationscharakteristika in der Subgruppe Ml in der Familie der Patienten.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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Kontrollpersonen

Ml in der Familie

kein Ml in der Familie

MW £ SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 59 47,5 + 8,1 159 47,5 + 8,7 ns
BMI x 10 (kg/m?2) 57 26,1 + 3,4 156 26,0 £ 3,2 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 59 224.2 + 37,4 159 221,5 + 38,1 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 59 449+9)9 159 51,5+144 0,019
LDL—Cholesterin (mg/dl) 58 151,1 £ 36,3 154 1429+35,4 ns
Triglyceride (mg/dl) 59 | 124,0(43,0—480,0) | 159 | 109,1 (30,0 — 512,0) ns
Lp(a) (g/1) 59 11,0 (0,0 — 158,0) 158 13,0 (0,0 — 174,0) ns
RR syst. (mm Hg) 59 126,8 + 11,4 158 128,1 £+ 15,3 ns
RR diast. (mm Hg) 59 79,771 158 82,1 £10,9 ns
Fibrinogen (g/l) 59 283,5 + 66,4 159 279,2 +57,2 ns
CRP (mg/l) 59 0,6 (0,0 —14,3) 158 0,5(0,0-19,2) ns
PAI-1 (U/ml) 57 2,8 (0,0-7,3) 153 2,7 (0,0 — 23,0) ns
D—Dimer (ng/ml) 59 | 342,9 (128,8 —815,0) | 158 | 295,5 (120,9 — 836,1) ns
Plasminogen (%) 59 104,4 £ 10,2 158 103,4 = 14,1 ns
FVlic (%) 54 109,5+ 18,2 134 110,8 £ 19,1 ns
FVlla (%) 59 74,0 (29,7 —140,4) | 159 | 70,3 (18,6 —210,7) ns
FXllc (%) 54 105,4 + 18,8 134 102,9 £+ 21,2 ns
FXlla (%) 54 1,7 (0,4 —3,1) 134 1,5(0,1-3,9) ns
TF (pg/ml) 53 | 151,9 (67,8 —655,6) | 133 | 152,3 (72,3 — 423,8) ns
TFPI (ng/ml) 53 55,8 +14,8 134 58,1 + 151 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 54 1,9+0,5 134 1,9+0,5 ns
F1+2 (nmol/l) 59 84,2 (43,0-136,4) | 159 | 78,8 (39,1 —366,1) ns
(LN FVlla/FVlic) x 100 54 4,0+0,6 134 40+0,5 ns
(LN FXlla x 10/FXllc) x 100 | 54 26104 134 2,6 +0,4 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 53 9,7+3,0 133 9,4+29 ns

Tabelle 8: Populationscharakteristika in der Subgruppe Ml in der Familie der Kontrollpersonen.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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4.2.4. Subgruppe Diabetes mellitus

Als Diabetes mellitus wurde ein Nlchternblutzucker >120 mg/dl definiert. Des

weiteren wurden Personen mit einem anamnestisch bekannten Diabetes

mellitus in dieser Subgruppe berlcksichtigt.
In Tabellen 9 und 10 sind die Subgruppen der Diabetiker/Nichtdiabetiker
dargestellt. Bei den Patienten treten signifikant unterschiedliche Ergebnisse bei

Alter, BMI, D—Dimer auf. Bei den Kontrollpersonen sind Alter, Triglyceride, CRP,
PAI-1, FVllc, FVlla und die Ratio FVlla/FVllc signifikant verschieden.

Patienten
Diabetiker Nichtdiabetiker
MW £ SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 22 51,9+8,0 199 46,5+9,0 0,002
BMI x 10 (kg/m?2) 22 29,5+ 3,2 199 27,8 £3,6 0,017
Gesamt-Chol. (mg/dl) 20 226,6 + 37,7 157 2245 +40,4 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 20 36,6 £ 6,3 157 38,3+9,5 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 20 150,3 £ 35,6 155 148,3 £ 37,7 ns
Triglyceride (mg/dl) 20 | 116,1 (56,0 —563,0) | 157 | 127,1 (43,0 — 529,0) ns
Lp(a) (g/1) 22 43,8 (0,0 — 134,0) 199 | 20,0 (0,0 —227,3) ns
RR syst. (mm Hg) 22 1246 £ 11,5 198 129,8 £ 20,7 ns
RR diast. (mm Hg) 22 81,9+57 198 83,6 £+11,0 ns
Fibrinogen (g/l) 22 145,6 +47,0 199 122,1 + 56,4 ns
CRP (mg/l) 22 1,0 (0,2 - 5,5) 197 0,8 (0,0 — 25,0) ns
PAI-1 (U/ml) 8 47 (1,2-11,4) 49 3,5(0,0—19,1) ns
D—Dimer (ng/ml) 22 |518,0 (173,2-1524,0) | 199 | 335,3 (25,8 — 1524,0) | 0,015
Plasminogen (%) 22 102,1 £+ 24,0 199 105,4 £ 22,6 ns
FVlic (%) 22 106,9 £ 25,6 199 111,9 £ 23,8 ns
FVlla (%) 22 | 145,1 (58,1 —200,0) | 197 | 126,6 (46,7 — 205,3) ns
FXllc (%) 22 92,1 £ 23,2 199 99,5+ 19,5 ns
FXlla (%) 22 1,3(0,5-2,8) 199 1,4 (0,4 -13,3) ns
TF (pg/ml) 22 106,6 (4,1 —147,1) | 198 | 101,4 (44,7 — 378,7) ns
TFPI (ng/ml) 22 67,2+129 199 69,6 + 16,4 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 22 2,1+£0,6 199 2,0+0,5 ns
F1+2 (nmol/l) 22 61,3 (39,5-199,8) | 198 | 63,2 (24,8 —375,0) ns
(LN FVIla/FVlic) x 100 22 49+1.3 197 45+1,4 ns
(LN FXlla x 10/FXllc) x 100 | 22 27+0,4 199 2,7%0,5 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 22 6,8+1,7 198 7017 ns

Tabelle 9: Populationscharakteristika in der Subgruppe Diabetes mellitus bei Patienten.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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Kontrollpersonen

Diabetiker Nichtdiabetiker
MW £ SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 21 53,8+7,7 197 46,8 + 8,3 0,002
BMI x 10 (kg/m?2) 21 28,1 +4,8 192 258+29 ns
Gesamt-Chol. (mg/dl) 21 2247 + 45,3 197 222,0 + 37,1 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) 21 459+9,0 197 50,1 + 14,0 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 19 142,3 £ 37,5 193 145,4 + 35,6 ns
Triglyceride (mg/dl) 21 166,7 (43,0 —480,0) | 197 | 110,0 (30,0 — 512,0) | 0,006
Lp(a) (g/1) 21 11,6 (0,0 — 120,0) 196 13,0 (0,0 — 174,0) ns
RR syst. (mm Hg) 21 126,3 + 14,2 196 1279+ 14,4 ns
RR diast. (mm Hg) 21 82,5+11,9 196 81,4+9,8 ns
Fibrinogen (g/l) 21 298,8 + 50,9 197 278,4 + 60,3 ns
CRP (mg/l) 20 1,4 (0,0-10,0) 197 0,5(0,0-19,2) 0,016
PAI-1 (U/ml) 21 5,4 (0,0 — 23,0) 189 2,5 (0,0 —23,0) 0,009
D—Dimer (ng/ml) 20 | 331,2(153,9-815,0) | 197 | 299,3 (120,9 — 836,1) ns
Plasminogen (%) 20 110,9 £ 18,9 197 103,0 £ 12,2 ns
FVlic (%) 17 122,2+18,4 171 109,2 £ 18,5 0,016
FVlla (%) 21 83,6 (24,9 —-142,5) | 197 | 70,4 (18,6 —210,7) | 0,024
FXllc (%) 17 105,3 + 21,7 171 103,4 £ 20,4 ns
FXlla (%) 17 1,6 (0,5-3,8) 171 1,5(0,1-3,9) ns
TF (pg/ml) 17 | 152,3 (96,8 —321,7) | 169 | 151,5 (67,8 — 655,6) ns
TFPI (ng/ml) 17 59,3+ 14,9 170 57,3+ 15,0 ns
TFPI-Aktivitat (U/ml) 17 2,0+£0,5 171 1,9+0,5 ns
F1+2 (nmol/l) 21 82,8 (62,1 —147,9) | 197 | 79,8 (39,1 —366,1) ns
(LN FVlla/FVlic) x 100 17 3,7+0,4 171 40+0,6 0,027
(LN FXlla x 10/FXllc) x 100 | 17 26104 171 2,6 +0,4 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 17 89+1,8 169 9,5+3,0 ns

Tabelle 10: Populationscharakteristika in der Subgruppe Diabetes mellitus bei Kontrollpersonen.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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4.2.5. Subgruppe Hypercholesterinamie

Als Hypercholesterinamie wurde ein Gesamt—Cholesterin >250 mg/dl definiert.

Tabellen 11 und 12 fassen Patienten und Kontrollpersonen mit und ohne

Hypercholesterindmie zusammen. Das Patientenkollektiv zeigt sich bezlglich
Gesamt—, LDL—Cholesterin, Triglyceriden, PAI-1, FVlic, FXlla, TFPI, TFPI-
Aktivitat, F1+2, und der Ratios FVIla/FVlic sowie TFPI-Aktivitat/TFPI signifikant
verschieden. Im Kontrollkollektiv treten signifikante Unterschiede bei Gesamt—,

LDL—Cholesterin, Triglyceriden, RR diastolisch, PAI-1, Plasminogen, FVlic,
FVlla, FXllc, FXlla, TFPIl, TFPI-Aktivitat und den Ratios FVlla/FVlic sowie

TFPI-Aktivitat/TFPI auf.

Patienten
mit Hyperchol.amie ohne Hyperchol.amie
MW £ SD MW £ SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 46 44,6 £ 6,7 134 45,8 £9,6 ns
BMI x 10 (kg/m?2) 46 28,5+34 131 28,3+ 3,8 ns
Gesamt—Chol. (mg/dl) 46 276,7 + 25,6 134 207,2 + 26,0 <0,001
HDL—Cholesterin (mg/dl) 46 38,8 +£9,9 134 37,9+8)9 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 45 188,6 + 30,3 133 134,9 + 28,8 <0,001
Triglyceride (mg/dl) 46 | 174,1 (74,0—-537,0) | 134 | 108,3 (43,0 —563,0) |<0,001
Lp(a) (g/1) 46 28,3 (0,0 — 164,0) 134 | 20,0 (0,0 -215,0) ns
RR syst. (mm Hg) 46 129,0 + 18,6 130 126,5 + 19,4 ns
RR diast. (mm Hg) 46 84,3 + 9,1 130 82,3+ 10,6 ns
Fibrinogen (g/1) 46 176,8 + 67,9 134 145,0 + 56,4 ns
CRP (mg/l) 45 1,0 (0,1 —24,3) 133 0,9 (0,0 — 25,0) ns
PAI-1 (U/ml) 22 4,7 (2,3-19,1) 35 2,9 (0,0 -8,6) <0,001
D—Dimer (ng/ml) 46 |340,1 (120,1 - 1524,0) | 134 | 333,6 (100,2 —1524,0)| ns
Plasminogen (%) 46 108,4 + 23,1 134 102,0 + 23,9 ns
FVlic (%) 46 122,5 + 31,3 134 109,4 + 22,3 <0,001
FVlla (%) 45 | 122,1 (46,7 —200,0) | 132 | 126,4 (51,1 —205,3) ns
FXlIc (%) 46 103,1 + 23,4 134 98,5 + 18,8 ns
FXlla (%) 46 1,6 (0,5-13,3) 134 1,3(0,5-4,5) 0,015
TF (pg/ml) 46 | 105,6 (47,3-378,7) | 133 | 104,1 (4,1 —319,5) ns
TFPI (ng/ml) 46 79,7 £17,8 134 64,7 + 14,3 <0,001
TFPI-Aktivitat (U/ml) 46 21104 134 2,0+0,5 0,020
F1+2 (nmol/l) 45 70,8 (24,8 — 75,0) 134 | 62,7 (25,0 -375,0) | 0,035
(LN FVlla/FVlic) x 100 45 44+25 132 46+1,0 <0,001
(LN FXlla x 10/FXlIc) x 100 | 46 2,7+0,6 134 26104 ns
(LN TFPI-Akt./TFPI) x 100 | 46 6,1+1,5 133 75%+1,8 <0,001

Tabelle 11: Populationscharakteristika in der Subgruppe Hypercholesterindmie bei Patienten.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert + Standardabweichung
sowie Median mit Bereich.
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Kontrollpersonen
mit Hyperchol.amie ohne Hyperchol.amie
MW £ SD MW + SD
n bzw. n bzw. p
Median (Min — Max) Median (Min — Max)

Alter (Jahre) 52 48,3 £ 9,1 166 47,3 £ 8,3 ns
BMI x 10 (kg/m?2) 51 26,5+34 162 25,9+3,2 ns
Gesamt—Chol. (mg/dl) 52 274,2 + 16,3 166 205,4 + 25,4 <0,001
HDL-Cholesterin (mg/dl) 52 49,9 +10,9 166 49,7 + 14,4 ns
LDL—Cholesterin (mg/dl) 48 191,6 + 16,9 164 130,8 + 26,6 <0,001
Triglyceride (mg/dl) 52 | 161,0 (45,0 -509,0) | 166 | 108,0 (30,0 — 512,0) | <0,001
Lp(a) (g/1) 52 14,0 (0,0 — 174,0) 165 | 12,0 (0,0 — 158,0) ns
RR syst. (mm HQ) 52 129,8 + 14,8 165 127,0 £ 14,2 ns
RR diast. (mm Hg) 52 85,2+12,0 165 80,2+9,0 0,033
Fibrinogen (g/l) 52 287,3 61,0 166 278,1 £ 59,2 ns
CRP (mg/l) 52 0,6 (0,0-7,4) 165 0,5(0,0-19,2) ns
PAI-1 (U/ml) 49 3,8 (0,2 -23,0) 161 2,4(0,0-11,3) <0,001
D—Dimer (ng/ml) 52 | 298,6 (134,6 —790,5) | 165 | 302,5 (120,9-836,1)| ns
Plasminogen (%) 52 112,0 + 16,6 165 101,0 £ 10,5 <0,001
FVlic (%) 48 121,0 £ 23,3 140 106,8 £ 15,5 <0,001
FVlla (%) 52 77,9 (41,6 -210,7) | 166 | 70,3 (18,6 —166,2) | 0,036
FXllc (%) 48 111,2+£ 21,1 140 101,0 £ 19,7 0,003
FXlla (%) 48 1,8 (0,6 — 3,9) 140 1,5(0,1 - 3,1) <0,001
TF (pg/ml) 48 | 149,1 (67,8 -—299,5) | 138 | 155,0 (72,3 — 655,6) ns
TFPI (ng/ml) 48 67,0 £ 15,5 139 54,2 + 13,4 <0,001
TFPI-Aktivitat (U/ml) 48 21+0,5 140 1,8 0,5 <0,001
F1+2 (nmol/l) 52 78,8 (39,1 —146,8) | 166 | 80,5 (46,2 —366,1) ns
(LN FVlla/FVlic) x 100 48 3,7%0,7 140 41+0,5 <0,001
(LN FXlla x 10/FXlIc) x 100 | 48 26105 140 26+04 ns
(LN TFPI-AKt./TFPI) x 100 | 48 78122 138 10,0+2,9 <0,001

Tabelle 12: Populationscharakteristika in der Subgruppe Hypercholesterindmie bei Kontroll—
personen.
Darstellung der Daten nach Altersadjustierung als Mittelwert = Standard—
abweichung sowie Median mit Bereich.
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4.3. Korrelationsberechnungen

Der nachste Schritt umfasste die Korrelationsberechnungen. Es wurden die
Zusammenhange zwischen FVlla, FVIic und der Ratio FVlla/FVlic (abhangige
Variablen) mit ausgewahlten Parametern untersucht. Dazu wurden univariate
Korrelationsrechnungen nach Pearson durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 13 dargestellt. Die Auswahl erfolgte flir Parameter, die bei Patienten
und Kontrollpersonen verschieden waren.

In Tabelle 14 sind die Parameter zusammengefasst, bei denen signifikante
Ergebnisse in der univariaten Pearson—Korrelation auftraten.

Nachfolgend wurde die multivariate Korrelation nach Pearson durchgefiihrt, um
die Unabhangigkeit von den bericksichtigten Kovariablen und somit die
Echtheit zu testen.

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse der multivariaten Korrelation fir die abhéngigen
Variablen FVlla, FVlic, und Ratio FVlla/FVlic mit den Parametern Studie, Alter,
Rauchen sowie den jeweiligen signifikanten Parametern, die sich bei der
univariaten Korrelation zeigten, zusammen.

Unter dem Parameter ,Studie” wurde das Gesamtkollektiv unter Einbeziehung
der Gruppen der Patienten und Kontrollpersonen als Kovariablen erfasst
(Patienten versus Kontrollpersonen).

Far FVlla ergaben sich eine negative signifikante Assoziation mit Studie und
positive signifikante Assoziationen mit Alter und FVllic.

FVlla ist somit bei Patienten und Kontrollpersonen signifikant unterschiedlich.
Aufgrund der Verteilung bedeutet die negative signifikante Assoziation des
FVlla mit Studie in der MRA, dass FVlla bei Patienten signifikant und
unabhangig von den berlcksichtigten Kovariablen erhéht ist.

Bei FVlic ist eine positive signifikante Abhangigkeit von der Studie festzustellen,
negative Assoziation mit dem Alter, positive mit Gesamt—, aber negative mit
LDL—Cholesterin, des weiteren ein negativer Zusammenhang mit der Ratio
TFPI-Aktivitat/TFPI und ein positiver mit FVlla.

Auch FVIic ist somit bei Patienten und Kontrollpersonen signifikant verschieden.

Aufgrund der Verteilung sind aber FVllc-Aktivitdten bei Kontrollpersonen héher
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als bei Patienten.

Die Ratio FVlla/FVllc weist eine signifikant negative Assoziation bezlglich
Studie auf, desgleichen mit Triglyceriden. Der Zusammenhang mit der Ratio
TFPI-Aktivitat/TFPI ist signifikant positiv.
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Pearson—Korrelationen LN FVlla FVilc LN FVlla/FVlic
Studie r - 0,657 —0,055 -0,236
p <0,001 0,262 <0,001
Alter r 0,086 -0,04 0,040
p 0,072 0,418 0,423
Rauchen r 0,329 0,096 0,039
p <0,001 0,053 0,433
Diabetes mellitus r 0,063 0,043 — 0,001
p 0,192 0,384 0,977
BMI x 10 r 0,141 0,026 0,042
p 0,003 0,607 0,400
Gesamt—Cholesterin r 0,099 0,299 —0,106
p 0,049 <0,001 0,042
HDL-Cholesterin r — 0,265 — 0,002 -0,114
p <0,001 0,971 0,03
LDL—Cholesterin r 0,054 0,125 — 0,011
p 0,287 0,017 0,837
LNTG r 0,137 0,321 -0,13
p 0,006 <0,001 0,013
LN Lp(a) r 0,198 0,112 0,025
p <0,001 0,024 0,616
RR systolisch r 0,070 0,077 — 0,035
p 0,143 0,119 0,487
RR diastolisch r 0,098 0,128 — 0,044
p 0,040 0,010 0,377
LNTF r -0,316 0,042 -0,182
p <0,001 0,398 <0,001
TFPI r 0,320 0,286 —-0,08
p <0,001 <0,001 0,107
TFPI-Aktivitat r 0,152 — 0,025 0,121
p 0,002 0,619 0,015
TFPI-Aktivitat/TFPI r —0,159 - 0,26 0,195
p 0,001 <0,001 <0,001
LN FVlla r 0,278
p <0,001
FVlilc r 0,28
p <0,001
LN FXlla x 10 r —-0,02 0,37 -0,21
p 0,68 <0,001 <0,001
FXllc r - 0,05 0,21 -0,18
p 0,33 <0,001 <0,001
LN FXlla x 10/FXllc r 0,05 0,15 <0,001
p 0,27 0,002 1,00
LN CRP r 0,21 0,06 0,11
p <0,001 0,26 0,04

Tabelle 13: Univariate Korrelation nach Pearson. r=Korrelationskoeffizient, p=Signifikanzniveau, n=439.
Studie: Gesamtkollektiv mit Patienten und Kontrollpersonen als Kovariablen. Signifikante
Unterschiede sind grau unterlegt.
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Signifikante Unterschiede nach univariater Korrelation

far FVlla

Studie

Rauchen

BMI x 10

Gesamt—Cholesterin

HDL—Cholesterin

LNTG

LN Lp(a)

RR diastolisch

LN TF

TFPI

TFPI-Aktivitat

TFPI-Aktivitat/TFPI

FVllc

LN CRP

far FVlic

Rauchen

Gesamt—Cholesterin

LDL—Cholesterin

LN TG

LN Lp(a)

RR diastolisch

TFPI

TFPI-Aktivitat/TFPI

LN FVlla

LN FXlla x 10

FXllc

LN FXlla x 10/FXlIc

far FVlla/FViic

Studie

Gesamt—Cholesterin

HDL—Cholesterin

LN TG

LN TF

TFPI-Aktivitat

TFPI-Aktivitat/TFPI

LN FXlla x 10

FXllc

LN CRP

Tabelle 14: Auswahl der signifikanten Parameter (p<0,05), die sich bei der univariaten
Korrelationsrechnung nach Pearson zeigten. Studie: Gesamtkollektiv mit
Patienten und Kontrollpersonen als Kovariablen.
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Abhéangige Variable: LN FVlla Standardisierte Koeffizienten Signifikanz
B P
Studie -0,59 <0,001
Alter 0,18 <0,001
Rauchen 0,07 0,11
BMI x 10 0,02 0,75
Gesamt—Cholesterin -0,03 0,59
HDL-Cholesterin - 0,01 0,80
LNTG -0,09 0,11
LN Lp(a)Korr. 0,07 0,12
RR diastolisch 0,01 0,90
LNTF -0,02 0,66
TFPI 0,08 0,56
TFPI-Aktivitat -0,04 0,73
TFPI-Aktivitat/ TFPI 0,05 0,73
FVlic 0,26 <0,001
LN CRP 0,06 0,16
Abhéngige Variable: FVlic Standardisierte Koeffizienten Signifikanz
B P
Studie 0,28 <0,001
Alter -0,11 0,02
Rauchen -0,05 0,32
Gesamt—Cholesterin 0,51 <0,001
LDL—Cholesterin -0,43 <0,001
LNTG 0,07 0,23
LN Lp(a)Korr. 0,02 0,72
RR diastolisch 0,01 0,78
TFPI 0,07 0,25
TFPI-Aktivitat/ TFPI -0,15 <0,001
LN FVlla 0,41 <0,001
LN FXlla x10 0,10 0,56
FXllc 0,13 0,55
LN FXlla x 10/FXllc 0,11 0,47
Abhéngige Variable: LN FVlla/FVlic Standardisierte Koeffizienten Signifikanz
B P
Studie -0,24 <0,001
Alter 0,07 0,15
Rauchen 0,01 0,79
Gesamt—Cholesterin 0,03 0,59
HDL-Cholesterin -0,10 0,12
LNTG -0,17 0,01
LNTF -0,04 0,44
TFPI-Aktivitat -0,04 0,50
TFPI-Aktivitat/ TFPI 0,26 <0,001
LN FXlla x 10 -0,11 0,16
FXllc - 0,01 0,86

Tabelle 15: Multivariate Korrelation nach Pearson. B=Korrelationskoeffizient, p=Signifikanz—
niveau. Studie: Gesamtkollektiv mit Patienten und Kontrollpersonen als

Kovariablen. Signifikante Werte sind grau unterlegt.
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5. Diskussion

Arteriosklerose ist eine multifaktorielle Erkrankung, die die haufigste Todes—
ursache und die Hauptursache der Invaliditat in den westlichen Industrielandern
darstellt (109, 117).

Den Anfangspunkt der Entwicklung der Arteriosklerose stellt die
Endotheldysfunktion mit einer gesteigerten Endothelpermeabilitéat dar. Folglich
gelangen LDL aus dem Blut in die Intima. Die ersten histologisch sichtbaren
Veranderungen im Bereich der Arterienwand sind intimale Lipideinlagerungen.
Die veranderten adhasiven Eigenschaften des Endothels férdern die
Einwanderung von Monozyten aus dem Blut in die Intima und ihre
Differenzierung zu Makrophagen. Rezeptoren auf Makrophagen erkennen
oxidierte LDL und nehmen diese auf. Dies stellt die Entstehung von
Schaumzellen dar, die im weiteren Verlauf zugrunde gehen und oxidierte Lipide
hinterlassen. Die Veradnderungen in der Intima stimulieren die Proliferation
glatter Muskelzellen in diesem Bereich, die wiederum extrazellulare Matrix
sezernieren und somit die Bildung einer fibrésen Kappe einleiten. Mit
zunehmendem Wachstum dieser zunachst noch stabilen Plagues kommt es zur
Instabilitat der fibrésen Kappe, bis schlieBlich die Plaqueruptur folgt, mit
Freilegung von TF aus dem nekrotischen Kern. Ublicherweise erfolgt darauf
eine Thrombusbildung mit mdéglichen GefaBverschlissen infolge Aktivierung
der Gerinnungskaskade.

Effekte etablierter Risikofaktoren (Hypercholesterinamie, Hypertonie, Rauchen)
erklaren nur rund die Halfte der Inzidenz von Myokardinfarkt und Apoplex (47,
55). Die Identifizierung von ,neuen” Risikofaktoren und der zugehdrigen
Pathomechanismen ist somit notwendig, um eine effektive Pravention flr
kardiovaskulare Erkrankungen zu gestalten.

1972 wurde die prospektive NPH-Studie ins Leben gerufen, mit dem Ziel, die
Aussage von Messergebnissen von Gerinnungsparametern zu bewerten,
hinsichtlich  der Verbesserung der Vorhersage von ischamischen
kardiovaskuldren Ereignissen (76). Die Untersuchungen umfassten unter
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anderem die Bestimmung von FVlic. Erste Resultate nach acht Jahren
ergaben, dass die durchschnittlichen Messwerte der Aktivitdtsbestimmung von
FVII, bei den Studienteiinehmern, die aufgrund von kardiovaskularen
Komplikationen verstarben, signifikant erhdht waren. Meade et al. wiesen
darauf hin, dass diese Ergebnisse kompatibel waren mit der ldee der
Hyperkoagulabilitdt, die eine Pradisposition fir klinisch manifeste ischamische
Herzattacken darstellt (78).

Dies war die erste Studie, die eine Assoziation feststellte zwischen erhdhten
FVllc-Werten und kardiovaskularem Tod. Im zweiten follow—up, acht Jahre
spater, wurden die frihen Resultate bestatigt (77).

Die 1979 begonnene PROCAM-Studie kam ebenso zu dem Ergebnis, dass das
Myokardinfarktrisiko mit erhéhten FVIic-Werten assoziiert sein kann (54, 65).
Dem gegentber stehen die Bilanzen anderer Studien (zum Beispiel ARIC), die
FVllc nicht als signifikanten Risikofaktor fir kardiovaskulare Ereignisse
bestétigten (42, 43).

Vor diesem widerspruchlichen Hintergrund war das Ziel der vorliegenden Arbeit
sowohl FVllc als auch nur den aktivierten Anteil (FVlla) bei Patienten und
Kontrollpersonen zu untersuchen, des weiteren TF, TFPI und eine Reihe
klinischer und anderer Laborparameter, um potentielle Assoziationen
herzustellen und eine denkbare Erklarung fir madgliche signifikante
Unterschiede zwischen beiden Populationen zu finden.

FVlic, FVlla bei Patienten und Kontrollpersonen

Die Auswertung der MRA der vorliegenden Untersuchungen zeigt, dass FVlla
bei Myokardinfarkt—Patienten  signifikant und unabhangig von den
bertcksichtigten Kovariablen erhéht war.

In prospektiven Studien, wie zum Beispiel der oben schon erwahnten NPH-
Studie und der PROCAM-Studie, wird auf eine Assoziation zwischen FVlic und
dem Tod durch kardiovaskuldre Ereignisse hingewiesen. Die Ergebnisse
hinsichtlich FVlic in der PROCAM-Studie unterscheiden sich von denen der

NPH-Studie dadurch, dass es in der ersten nur einen marginal signifikanten
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Unterschied zwischen der Population mit tédlichem Ausgang von ischamischen
Herzattacken und der Gruppe ohne kardiovaskulare Ereignisse gab und der
herausgearbeitete Zusammenhang starker war bei Vorhandensein von
zusatzlichen Risikofaktoren (Rauchen, hohes Fibrinogen, hohes Cholesterin
etc.) (54, 65).

Die Studien ARIC- (42, 43), PLAT- (28), EARS- (12), PRIME- (113) sowie
andere Querschnittsstudien (44, 125, 90, 70) konnten demgegentber FVlic
nicht als Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen identifizieren.

Eine denkbare Erklarung fur diese Diskrepanz kdnnten die Unterschiede bei der
FVII-Messung darstellen, da es sich nicht um einen standardisierten Test
handelte.

Es ist moglich, die Aktivitdt des FVII zu messen oder die Konzentration des
aktivierten FVII zu bestimmen. Die Faktorenbestimmung ist eine sogenannte
einstufige Aktivitatsmessung. Bei der Messung der FVII-Aktivitdt wird eine
Aktivierung der extrinsischen Gerinnungskaskade mittels zugeflihrten
Thromboplastins  vorgenommen, welches einem FVII-Mangelplasma
zugegeben wird. Gewebsthromboplastine bestehen aus einem Protein— (TF)
und einem Lipidanteil (Phospholipide). Sie werden in Form wassriger Extrakte
zugesetzt. Es wird die Zeit bis zur Bildung eines ersten Gerinnsels gemessen.
Hierbei wird idealerweise die gesamte Menge des inaktiven FVII (Einketten—
Form) in FVlla (Zweiketten—Form) Uberflhrt und zusatzlich die physiologisch im
Serum vorhandene aktivierte Form des FVII erfasst. Diese MeBmethode ist den
oben erwahnten Studien gemeinsam, jedoch mit unterschiedlichen
Modifikationen. Sie war auch ein Bestandteil der vorliegenden Studie.
Demgegenlber steht die Konzentrationsbestimmung des aktivierten FVII, die
spezifisch fir FVlla ist und in dieser Arbeit ebenfalls durchgefiihrt wurde.

Der Methodenvergleich der NPH—, ARIC— und PROCAM-Studie von Miller et
al. brachte den Hinweis dafiir, dass der in der ersten Studie verwandte Assay
sensitiver fir FVlla zu sein scheint, als dies die Assays in den Ubrigen Studien
waren (84). Die Anfangstests der NPH-Studie wurden mit aus Humanhirnen
extrahierten Thromboplastinen durchgefiihrt, spater erfolgte eine Umstellung

auf Thromboplastine aus Kaninchenhirnen. In den anderen Studien wurden
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Assays verwandt, in denen aus humanen Plazenten gewonnenes
Thromboplastin oder ebenfalls Kaninchenhirn—Thromboplastin Bestandteil war.

Der Assay aus der NPH-Studie hatte zusétzlich die Besonderheit, dass das
Mangelplasma frei von Protein C und S war.

Die im Methodenvergleich durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass mit
abnehmender Konzentration von Protein C im Mangelplasma eine hdhere
Sensitivitat gegentber FVlla einhergeht. Diese lieB sich steigern, wenn ein
Protein C—freies Mangelplasma in Kombination mit Kaninchenhirn—
Thromboplastin im Test eingesetzt wurde. Der Mechanismus, wie Protein C die
Bestimmung beeinflusst, ist nicht bekannt.

Es zeigte sich also, dass die Assayzusammenstellung aus der NPH-Studie,
eine hdhere Sensitivitat gegendber FVlla hat, als dies in den anderen Studien
der Fall war.

Das flhrt zu der Vermutung, dass die signifikante Assoziation des FVIlc mit
dem Risiko kardiovaskularer Erkrankungen in der NPH-Studie nicht wie
beschrieben auf FVllc, sondern auf FVlla zurickzufihren ist. Es stellt sich die
Frage, ob FVlla der eigentliche Risikofaktor flir kardiovaskulare Erkrankungen
ist.

Diese Tendenz zeigt sich auch in den Ergebnissen der vorliegenden Studie. Die
Methode, die hier zur Bestimmung von FVllc angewandt wurde, basierte auf
humanem Thromboplastin, welches unverandert beziglich Protein C und S war.
Die Arbeit konnte keine signifikant erhéhten FVIic-Werten bei Patienten
nachweisen.

Die oben vorgestellten Beobachtungen flhrten in der Vergangenheit zur
Entwicklung eines Verfahrens, bei dem ein rekombinantes TF verwendet wird,
welches ausschlieBlich FVlla bindet. Diese Methode zur FVIlla—Bestimmung ist
auch in der vorliegenden Studie eingesetzt worden mit dem signifikanten
Ergebnis hoherer FVIla—Werte bei Patienten.

In der NPH-Studie war die FVII-Aktivitat starker assoziiert mit tédlichen
Ereignissen aufgrund von KHK, es gab keine Assoziation zu Ereignissen ohne
tédlichen Ausgang (108). Anders als dies bei den FVlla—Ergebnissen der

vorliegenden Studie der Fall war. Dieser Unterschied zwischen beiden Studien

65



ist vermutlich auf die unterschiedlichen Sensitivitaten der jeweiligen Assays
gegentber FVlla zurGckzufihren. Wé&hrend mit dem rTF nur FVlla erfasst
werden konnte, stellte die MeBmethode aus der NPH-Studie zwar eine FVlla—
sensitivere gegenlber den anderen Studien dar, aber doch nicht so sensitiv
gegenilber FVlla, wie die Methode der vorliegenden Arbeit. Somit wurden mit
der rTF/FVlla—Methode signifikante Ergebnisse bei allen Patienten mit
Ereignissen aufgrund einer KHK nachgewiesen, wohingegen die NPH-Studie
signifikante Werte nur bei tédlichen Ereignissen zeigte.

Zusammenfassend kann aber gesagt werden, dass FVlla ist mit dem Risiko
einer kardiovaskularen Erkrankung assoziiert ist und man die Vorhersage—
wahrscheinlichkeit einer KHK mit der rTF/FVlla—Methode steigern kénnte.
Einschrankend muss erwdhnt werden, dass es sich bei der Arbeit um eine Fall—-
Kontroll-Studie  handelte, wonach erhdéhte FVila—Werte einerseits
kardiovaskulare Erkrankungen verursacht haben kdnnten, andererseits kénnte
es sich hier um die Folge eines kardialen Ereignisses oder fortschreitender
Arteriosklerose gehandelt haben. Prospektive Studien kénnten in diesem
Zusammenhang Klarheit schaffen.

FVlic, FVlla und Lipidstoffwechsel

Die MRA der vorliegenden Studie zeigte eine positive Assoziation der FVII-
Aktivitat mit Gesamt—Cholesterin und eine negative Assoziation der Ratio
FVlla/FVllc mit Triglyceriden. Demnach ist ein FVII-Aktivitdtsanstieg zu
beobachten, wenn Triglyceride und/oder Cholesterin steigen.

Zahlreiche Studien zeigten Zusammenhange zwischen FVllc-Werten und
Triglyceriden sowie Cholesterin auf (31, 78, 85, 135). Eine fettreiche Erndhrung
sowie die familidre kombinierte Hyperlipiddmie flhrten zu erhdhten FVllc—
Werten, wohingegen Einnahme von fettsenkenden Medikamenten diese
reduzierte (83, 92).

Erhdhte  FVlic-Werte kdnnen einerseits Ausdruck einer erhdhten
Proteinkonzentration sein und andererseits eines gréBeren Anteils von FVlla.

Der FVIic—-Assay misst beides, die Zymogenform und die aktivierte Form (114).
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Eine Anderung der Proteinkonzentration kann begriindet sein durch eine
Anderung der Proteinsynthese oder durch eine Anderung des Protein—
katabolismus (siehe Abbildung 5).

Hyperlipidamie

l

Fyic |
Proteinkonzentration T und / oder Anteil an FVlla T
Proteinsynthese T Proteinkatabolismus l

Abb. 5: Schematische Darstellung des Einflusses der Hyperlipidamie auf FVllc.

Die Assoziation zwischen Cholesterin und den Gerinnungsfaktoren wurde unter
anderem von Mitropoulos et al. untersucht (87). Sie zeigten auf, dass die
Plasmakonzentration von FVII, FX und Prothrombin bei Kaninchen, die einer
cholesterinreichen Erndhrung ausgesetzt worden waren, signifikant anstieg. In
der anschlieBenden Studie induzierten sie einen Anstieg der FX— und
Prothrombinkonzentration bei Kaninchen durch Spritzen des aus Rindern
gewonnenen Prothrombinfragments 1 (86). Diese Entdeckung lie vermuten,
dass eine Cholesterinaufnahme den Katabolismus des Prothrombins aktiviert
und die entstehenden Prothrombinabbauprodukie (F1+2) die hepatische
Synthese von Vitamin K—abhangigen Gerinnungsfaktoren stimulieren.

In der vorliegenden Studie hat sich ein signifikanter Unterschied in der

Konzentration von F1+2 bei Patienten mit und ohne Hypercholesterinamie
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gezeigt (siehe Tabelle 11). In der Kontrollpopulation konnte eine ahnliche
Assoziation nicht festgestellt werden (siehe Tabelle 12).

Zu erwahnen ist in diesem Kontext, dass Temme et al. keinen postprandialen
Anstieg der F1+2—Konzentration beobachtet haben (122).

Hier sind zukilnftige Studien notwendig, die den Zusammenhang zwischen
Cholesterinwerten, F1+2 und den Vitamin K—abhangigen Gerinnungsfaktoren
weiter untersuchen.

Wie bereits oben erwahnt, ist ein weiterer mdglicher Mechanismus, der flr eine
Proteinkonzentrationsdnderung verantwortlich sein kann, ein veranderter
Proteinkatabolismus. Carvalho de Sousa et al. beobachteten in Vvitro
hydrophobe  Wechselwirkungen zwischen FVII und triglyceridreichen
Lipoproteinen, wie Chylomikronen, very low density lipoproteins (VLDL) und
LDL, die zu einer verlangerten Halbwertszeit flhrten (21). Der Beweis in vivo
konnte jedoch nicht erbracht werden. Das Design der vorliegenden Studie
sowie die durchgeflihrten Untersuchungen lassen keine Rlckschlisse auf diese
Hypothese zu.

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Studie ist der Zusammenhang von FVlla
und Lipiden. In der univariaten Analyse zeigte sich eine positive Assoziation
zwischen FVlla und Gesamt—Cholesterin sowie Triglyceriden. Dies wurde in
der multivariaten Analyse jedoch nicht bestétigt. Es liegt somit die Vermutung
nah, dass der Zusammenhang durch andere GrdéBen beeinflusst wird. Der
Mechanismus ist nicht ganz klar. Interaktionen zwischen Gerinnungsfaktoren
und Lipoproteinen spielen vermutlich eine Rolle bei der Aktivierung von FVII.
Eine wichtige Aufgabe tbernimmt dabei die Lipoproteinlipase. Eine Studie von
Mitropoulos et al. zeigte, dass bei Probanden mit einem familiaren
Lipoproteinlipase—Mangel, die sich einer triglyceridreichen Diat unterzogen
haben, FVllc-Werte nicht erhéht waren (88).

Silveira et al. zufolge sind postprandial triglyceridreiche Lipoproteine an der
Aktivierung von FVII indirekt beteiligt und zwar indem sie bei der intrinsischen
Gerinnungskaskade mitagieren (116). FIX scheint dabei obligat zu sein. Miller
et al. untersuchten Patienten mit einem FIX-—Mangel und stellten bei diesen

postprandial niedrige FVIla—Spiegel fest (82). Dieser Zusammenhang wurde
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auch von Wildgoose et al. berichtet (131). Dies macht es eher
unwahrscheinlich, dass eine direkte postprandiale Aktivierung des FVII durch
FXII besteht, die von Mitropoulos et al. postuliert worden ist (89). In dieser
zitierten Studie wird ausgefiihrt, dass Chylomikronen und VLDL mit ihren
negativen Oberflachen entscheidend fir die Aktivierung von FXIl sind. Im
weiteren Verlauf kann dann FVII aktiviert werden. In vivo Experimente konnten
die zentrale Beteiligung von FXIl an der Generierung von FVIlla nicht bestatigen
(82). Patienten mit einem FXlI-Mangel hatten normale FVIla—Werte. Konform
mit diesen Studienergebnissen sind auch die Ergebnisse der vorliegenden
Studie, die keine signifikante Assoziation zwischen FVlla und FXlla in der
univariaten Korrelationsberechnung zeigen.

Der Zusammenhang von FVlla und Lipidhaushalt prasentiert sich auch indirekt
und zwar in der univariaten Analyse als positive Assoziation von FVlla und dem
BMI. Das Ergebnis wird in der MRA nicht bestatigt, sodass eine Beeinflussung

der Assoziation durch Lipide anzunehmen ist (siehe Abbildung 6).

FVila

TN

Lipide —» BMI

Abb. 6: Schematische Darstellung der méglichen Beziehung zwischen FVila und BMI

beeinflusst durch Lipide. Die Pfeile stellen einen positiven Einfluss dar.

Die univariate Analyse der vorliegenden Studie ergab weiterhin einen positiven
Zusammenhang von FVlic mit LDL-Cholesterin, in der MRA zeigte sich
hingegen ein negativer Zusammenhang. Es ist zu vermuten, dass es eine
Assoziation zwischen dem Gerinnungsfaktor und dem Proteinanteil des
Lipoproteins, Apo B gibt. Wahrend in der univariaten Analyse der
Zusammenhang zwischen FVIic und LDL—Cholesterin beeinflusst sein kdnnte
durch die Assoziation zwischen Rauchen und erhdhten Cholesterinwerten
(siehe Abbildung 7), zeigt sich in der MRA vermutlich die unmittelbare
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Assoziation zwischen FVIic und Apo B.

FVilc

N

Rauchen » |LDL—Cholesterin

Abb. 7: Schematische Darstellung der mdglichen Beziehung zwischen FVlic und LDL-

Cholesterin beeinflusst durch Rauchen. Die Pfeile stellen einen positiven Einfluss dar.

Die Arbeit von Ettelaie et al. zeigte, dass das Apolipoprotein B—100 direkt tber
eine Protein—Protein—Interaktion die Aktivitat von TF hemmen kann (40).

LDL—Cholesterin einerseits ein Mediator des arteriosklerotischen Geschehens
kénnte andererseits ein physiologischer Regulator des hamostaseologischen
Mechanismus sein beziehungsweise ein langsam wirkender zweiter Inhibitor
des TF nach TFPI, der far die initiale Hemmung verantwortlich ist. Es ware
maoglich, dass die negative Assoziation von FVlic und LDL—Cholesterin in der
MRA die Konsequenz des hyperkoagulablen Zustandes verdeutlicht, wonach
hohe LDL-Spiegel Uber die Hemmung von TF erniedrigte FVlla—Spiegel als

Folge haben und somit auch erniedrigte FVIlc-Werte gemessen werden.

FVIl und Alter

Die Spiegel einiger Gerinnungsfaktoren, unter anderem auch des FVII steigen
mit fortschreitendem Alter (20). In der MRA der vorliegenden Studie zeigte sich
eine positive Korrelation des FVlla mit Alter. FVII-Aktivitdt, die mit der
Gesamtkonzentration an FVII mit wenigen Einschrankungen gleichgesetzt
werden kann, korreliert dagegen in der MRA negativ mit Alter. Hier kdnnte die
oft mangelhafte oder einseitige Erndhrung im Alter eine Rolle spielen und ein
Mangel an Vitamin K sich nachteilig auf die Synthese von FVII auswirken.
Vitamin K wird Gber die Nahrung zugeflhrt (zum Beispiel griines Gemtise) und
von der Darmflora synthetisiert. Es ist ein fettlésliches Vitamin, weswegen zur

Resorption die Pankreaslipasen, Galle und eine intakte Dinndarmwand
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erforderlich sind. Der Vitamin K—-Mangel des Erwachsenen kommt meist durch
Erkrankungen zustande, die mit Fettmalabsorption einhergehen. Dazu gehéren
Verschlusskrankheiten von Gallenwegen, chronische Pankreatitiden sowie
Steatorrh6 anderer Ursachen (58).

Andere denkbare Erklarung fir diesen Zusammenhang kénnte die allgemeine
Akkumulation diverser schadlicher Anderungen in den Zellen sein, die auch
einen unglnstigen EinfluB auf die Syntheseleistung der Leberzellen hat (98).
Steigende FVlla-Werte kbénnten dagegen einerseits eine erhdhte
Arteriosklerose—Pravalenz im Alter widerspiegeln oder andererseits ein
Risikofaktor flr Arteriosklerose im Alter sein.

FVilc und FVlla

In der MRA der vorliegenden Studie zeigte sich eine positive Assoziation
zwischen FVllc und FVlla und umgekehrt.

Wie zuvor erwahnt, erfasst die FVIic-Messung sowohl die Zymogenform als
auch den aktivierten Anteil von FVIIl. Je héher die basale FVlla—Konzentration,
umso héher also auch FVlic-Werte.

Andererseits je hdher die Konzentration des Proenzyms umso mehr FVlla kann
unter bestimmten Voraussetzungen (zum Beispiel Hyperlipoproteinamie)
generiert werden. Bei der Aktivierung des Proenzyms wird das Einkettenprotein
oder Proenzym durch Spaltung einer Peptidbindung in ein Zweikettenprotein
tberflhrt und dadurch FVII zu FVlla aktiviert. Dies kann zum einen Uber FIXa

erfolgen oder als autolytische Aktivierung (130).

FVil und TFPI

Steigende TFPI-Aktivitat ist ein Zeichen eines hyperkoagulablen Zustands. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen damit Gberein. In der MRA zeigte
sich eine negative Korrelation des FVllc mit der Ratio TFPI-Aktivitat/TFPI. Wie
schon zuvor ausgefihrt, ist die FVIlc-Messung Ausdruck einer Kombination

aus der Proteinkonzentration des Faktors und der im Plasma vorhandenen

71



FVlla—Konzentration. TFPI hemmt sowohl FXa als auch den TF/FVIla—Komplex
(133). Somit ergibt sich zum einen eine niedrigere Generierung von FVlla, da
die positive feed back—Wirkung von FXa entféallt und zum anderen bewirkt die
Inhibition des Komplexes aus TF/FVlla erniedrigte Konzentrationen bei der
FVlla—Messung.

Die MRA zeigte weiterhin, dass die Ratio FVIla/FVllc positiv korrelierte mit der
Ratio TFPI-Aktivitat/TFPI. Daran zeigt sich, dass bei steigenden TFPI-
Aktivitaten die Abnahme der FVII-Aktivitat starker sein muss, als die Abnahme
der FVlla—Konzentration. Es ware mdglich, dass im Zustand der
Hyperkoagulabilitdt und andererseits ihrer Hemmung zwar FVlla durch TFPI
inhibiert wird, die Aktivierung der Zymogenform aber weiterhin stattfindet, so
dass es zu einer Art ,Verbrauch” der Proteinform kommt und dieser Teil gréBer
ist als der Anteil, der aktivierten Form, der inhibiert wird. Daraus wirde eine
niedrigere Aktivitadtsmessung des FVII resultieren.

TFPI greift in das arteriosklerotische Geschehen ein. Man kann aufgrund der
oben genannten Ergebnisse annehmen, dass er bezlglich der Entstehung der
Arteriosklerose eine protektive Funktion hat. Diese Vermutung ist konform mit
der Arbeit von Hansen et al. (51). TFPI ist wichtig flr die friihe Inhibition der
TF—-abhéangigen prokoagulatorischen Aktivierung.

Interessant ist weiterhin der Zusammenhang von hoher TFPI-Aktivitat bei
Hypercholesterinamie (52, 112). Auch in der vorliegenden Arbeit haben
Personen mit Hypercholesterinamie signifikant erhéhte TFPI-Konzentration
gegenlber Personen mit normalen Cholesterinwerten (siehe Tabellen 11 und
12). Mdglicherweise dient die Bindung des Inhibitors an Lipoproteine seiner
Stabilisierung (133). Auch diese Assoziation lasst vermuten, dass TFPI eine
protektive Aufgabe im Arterioskleroseverlauf ausiibt. Steigende Cholesterin—
Konzentrationen, die ein anerkannter Risikofaktor fir Arteriosklerose sind,
fihren gleichzeitig dazu, dass der |Inhibitor des arteriosklerotischen
Geschehens an Stabilitat gewinnt.

Die Zukunftsvision besteht darin, Inhibitoren des TF beziehungsweise TF/FVlla
zu finden, die den traditionellen Antikoagulanzien Uberlegen sind. Der Vortell

solcher Substanzen lage darin, dass sie als Ziel die initialen Komponenten der
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Gerinnung hatten und am Ort des Geschehens eingreiften, ohne die Ubrige
Gerinnungskaskade zu tangieren (110).

FVIl und CRP

Ein interessanter Aspekt der vorliegenden Arbeit ist die positive Korrelation des
FVlla mit CRP in der univariaten Korrelationsanalyse.

Neuen Forschungsberichten zufolge kdnnte die Entstehung der Arteriosklerose
als eine Entzindungsreaktion begriffen werden. Bakterien, hier vor allem
Chlamydia pneumoniae oder Helicobacter pylori sowie chronische Bronchitis
bei Rauchern werden in diesem Zusammenhang beobachtet (79, 80, 99, 118).
CRP als Marker des chronischen Entziindungsprozesses hat einen
prokoagulatorischen Effekt, indem es die Monozyten zur Bildung von TF
induziert (68, 121). In diesem Zusammenhang ist neben der positiven
Assoziation des CRP zu FVlila auch die positive Korrelation der
Rauchgewohnheiten zu FVlla in der univariaten Korrelationsdarstellung der
vorliegenden Studie zu erwahnen. Die Assoziation zwischen FVlla und CRP
wurde in der MRA nicht bestatigt, was vermuten lasst, dass es sich hier um
eine Beeinflussung durch das Rauchen handeln kénnte (siehe Abbildung 8)
oder die Nachweisempfindlichkeit des CRP zu hoch war. Fir die Diagnostik der
Arteriosklerose wird die Messung des high sensitivity CRP (hsCRP) gefordert
mit einer Nachweisempfindlichkeit von 0,2 mg/I.

Rauchen » CRP

Abb. 8: Schematische Darstellung der mdglichen Beziehung zwischen FVlla und CRP

beeinflusst durch Rauchen. Die Pfeile stellen einen positiven Einfluss dar.
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Fazit

FVlla ist der vorliegenden Studie zufolge signifikant mit dem Risiko eines
Myokardinfarktes assoziiert. Fur FVIic konnte dieser Zusammenhang nicht
bestatigt werden. Da es sich hier um eine Fall-Kontroll-Studie handelte, war
die Frage, ob erhbéhte FVIla—Werte bei Patienten Ursache oder Folge von
fortschreitenden Arterioskleroseprozessen sind, nicht exakt zu beantworten.

Die Arbeit konnte bestéatigen, dass es einen Zusammenhang zwischen
Hyperlipiddmie und FVlIc gibt. In dem Zusammenhang ist der signifikante
Unterschied in der Konzentration von F1+2 bei Patienten mit und ohne
Hypercholesterindmie zu erwahnen. Weiterhin ergaben sich Hinweise dafir,
dass bei der Aktivierung von FVII Interaktionen zwischen Gerinnungsfaktoren
und Lipoproteinen eine Rolle spielen. Die in vorausgegangenen Studien
erwahnte Bedeutung von FXIl an der Aktivierung von FVII konnte nicht
bestéatigt werden. Es ist darlber hinaus zu vermuten, dass es eine Assoziation
zwischen FVllc und Apolipoprotein B gibt.

Die negative Korrelation des FVIic mit Alter kénnte ein Hinweis auf dessen
gestérte Synthese, méglicherweise auf eine gestérte Synthese aller Vitamin K—
abhéngigen Faktoren im Alter sein, verursacht durch erndhrungs— oder
krankheitsbedingte Fettmalabsorption. Andererseits wurden steigende FVlla—
Werte im Alter beobachtet. Anhand der Studie war nicht méglich zu klaren, ob
dieser Zusammenhang mit einer erhdhten Arteriosklerose—Pravalenz im Alter
steht oder die erhéhten Werte einen Risikofaktor flir arteriosklerotische
Geschehen darstellen.

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit bestdtigte einen inversen
Zusammenhang von TFPI|-Aktivitat mit FVIlc und dadurch TFPI als Inhibitor der
prokoagulatorischen Aktivierung.
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7. Abkiirzungsverzeichnis
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CK-MB
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F1+2
FVII
FVlla
FVlic
g
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KHK
LDL
Lp(a)
M

mg

MI

ml

American College of Cardiology
Adenosindiphosphat

Apolipoprotein A

Apolipoprotein B

Antithrombin

Atherosclerosis Risk in Communities Study
Behring Coagulation System

Behring ELISA Prozessor 2000

Body Mass Index

C—reaktives Protein

Creatinkinase—MB

European Atherosclerosis Research Study
Ethylendiamintetraacetat
Elektrokardiogramm

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, Enzymimmunoassay
European Society of Cardiology
Prothrombin Fragmente 1+2

Faktor VI

aktivierter Faktor VII

Gerinnungsaktivitat des Faktor VI
1.Gramm, 2. Formelzeichen fir Erdbeschleunigung
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koronare Herzkrankheit

low density lipoprotein

Lipoprotein (a)

molare Lésung, mol/l

Milligramm

Myokardinfarkt

Milliliter
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mRNA
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PAF
PAI-1

P9

PLAT
PRIME
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TF
TFPI
TMB
Tnl
™TnT
t—PA
TPZ
TXA,

vWF
WHO

Multinational Monitoring of Trends and Determinants in
Cardiovascular Disease

multiple Regressionsanalyse

messenger ribonuclein acid
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Mittelwert

Mikroliter
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Nanometer

Northwick Park Heart Studie

Signifikanz

plattchenaktivierender Faktor
Plasminogenaktivator—Inhibitor 1
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Progetto Lombardo Atero—Trombosi Study
Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction
Prospektive Cardiovaskulare Minster—Studie

Symbol fir den, mit dem Riva/Rocci—Apparat gemessenen,
Blutdruck

tissue factor

tissue factor pathway inhibitor

Tetramethylbenzidin

Troponin |

Troponin T

tissue plasminogen activator

Thromboplastinzeit

Thromboxan A;

Unit

von Willebrand—Faktor

World Health Organization
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