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1. Einleitung

1.1. Blutgerinnung

Die Hamostase besteht aus dem komplizierten Zusammenspiel von drei Systemen (Vir-
chow'sches Trias): Zustand der Gefalde, rheologische Eigenschaften des Blutes und
plasmatische Gerinnungs- und Fibrinolyseproteine.

Die Blutstillung beginnt mit einer reflektorischen Kontraktion glatter Muskelzellen der
Gefallwand. Nach Kontakt von Thrombozyten mit dem verletzten GefalRgewebe kommt
es zur Aktivierung, Adhasion und schlieBBlich zur Aggregation von Thrombozyten mit
Freisetzung von Thrombozyteninhaltsstoffen. Die prokoagulatorischen Eigenschaften
des Endothels fiihren des Weiteren zu einer Aktivierung des Gerinnungs- und
Fibrinolysesystems.

Im Verlauf der Blutstillung kommt es, hauptsachlich durch endotheliale Freisetzung von
Gewebsthromboplastin und Freilegung des Platichenfaktors 3, sowie durch Bereitstel-
lung von Rezeptoren, zur lokalen Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems.
Hierbei wird ein inaktives Proenzym oder inaktiver Kofaktor durch Proteolyse aktiviert
und Enzym/Substrat-Komplexe gebildet. Diese Komplexe bestehen aus einer Vitamin
K-abhangigen Serin-Protease, einem Kofaktor, der die Geschwindigkeit der proteolyti-
schen Spaltung des Substrates bestimmt und dem entsprechenden Substrat. Zu den Vi-
tamin K-abhangigen Serin-Proteasen gehoren: Faktor II, VII, IX und X, sowie Protein C.
Weitere Serin-Proteasen sind Faktor XllI, XI und Prakallikrein. Kontrolliert wird das Sys-
tem durch entsprechende Inhibitoren.

Im einzelnen verlauft die Gerinnungsaktivierung bzw. Fibrinbildung Uber zwei Wege (1-4),
Beim ersten Weg wird durch eine Endothellasion der Gewebefaktor (TF = tissue faktor)
freigelegt, der in Verbindung mit einem Phospholipidkomplex Thromboplastinaktivitat
erlangt ®_ Diese gewebefaktorinduzierte Gerinnungsaktivierung beginnt mit der
Anlagerung des Faktors VII oder Vlla. Der Komplex aus Thromboplastin und Faktor
Vll(a) katalysiert dann sowohl die Aktivierung des Faktors X (extrinsische Tenase), als
auch des Faktors IX (Josso-Schleife). Durch Faktor Xa kommt es zur Feedback-
Aktivierung des Faktors VII, wodurch eine erhebliche Reaktionsbeschleunigung ent-
steht. Prothrombin (Faktor Il) bildet mit Faktor Xa und dem geschwindigkeitsbestim-
menden Kofaktor Faktor Va (Akzelerin) den "Prothrombinasekomplex”, der Prothrombin
zu Thrombin (Faktor Ila) aktiviert. Thrombin (Faktor lla) spaltet dann von Fibrinogen

(Faktor 1) die Fibrinopeptide A und B ab. Die spontan entstehenden Fibrinmonomer-
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Polymerisate (I6sliches Fibrin) werden durch den von Thrombin aktivierten Faktor Xllla,
einer Transglutaminase, quervernetzt und dadurch stabilisiert.
Unabhangig von dem Gewebefaktor verlauft der zweite Weg der Gerinnungsaktivierung
uber die Kontaktphasefaktoren Faktor Xll, Faktor Xl, Prakallikrein und High Molecular
Weight Kininogen (HMWK). Diese Faktoren binden an negativ geladene Oberflachen
wie Plattchenmembran, Kollagen, Glas, Kaolin, Ellagsaure oder andere kunstliche
Oberflachen. Dabei liegen Prakallikrein und Faktor XI gebunden an Kofaktor HMWK
vor. Nach initialer Autoaktivierung von Faktor Xl werden Kallikrein und Faktor Xla
gebildet. Die Serin-Protease Faktor Xla katalysiert auch die Bildung von Faktor 1Xa;
diese Gerinnungsaktivierung hat aber eher lokale bzw. an negativ geladenen Oberfla-
chen Bedeutung. Die Aktivierung des Faktors IX durch den TF/Faktor VIla-Komplex ist
dagegen von dominierender Bedeutung. Die Kontaktphasefaktoren, insbesondere Fak-
tor Xlla und Kallikrein, sind dariber hinaus zur Aktivierung von Faktor VII, einer Kinin-
und Komplementaktivierung, sowie zur intrinsischen Fibrinolyseaktivierung in der Lage.
Diese Funktion des Kontaktphasesystems in Richtung Fibrinolyse scheint wichtiger als
die Gerinnungsaktivierung zu sein ©8) Der Komplex aus Faktor IXa, aktiviertem Kofak-
tor Faktor Vllla und dem Substrat Faktor X (intrinsische Tenase) fuhrt zur Aktivierung
des Faktors X. Der weitere Gerinnungsablauf entspricht der oben beschriebenen End-
strecke des ersten Weges.
Die Kontrolle der Thrombinbildung gehért aufgrund ihrer Bedeutung flr die Fibrinbildung
und Thrombozytenaktivierung zu den wichtigsten Prozessen der Hamostase. Die Gene-
rierung von Thrombin wird einerseits Uber Feedback-Aktivierung von Faktor VIII und
Faktor V durch Thrombin, andererseits Uber Feedback-Inaktivierung durch das
Thrombmodulin/Protein C- und S-System kontrolliert. Hierbei aktiviert an Thrombmodu-
lin gebundenes Thrombin Protein C, welches im Komplex mit seinem Kofaktor Protein S
die Kofaktoren Faktor Va und Vllla inaktiviert. Weiterhin wird Gber diesen Komplex der
Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1) inhibiert, eine profibrinolytische Funktion des
aktivierten Protein C . Reguliert wird das Thrombmodulin/Protein C-System (ber den
heparinabhangigen Protein C-Inhibitor (PAI-3) und den heparinunabhangigen
a-Proteaseinhibitor (ou4-Pl).
Die Regulation des Gerinnungssystems unterliegt weiteren Inhibitoren. Bei der Hem-
mung der prokoagulatorischen Serin-Proteasen spielt das Antithrombin 11l (AT 1ll) die
wichtigste Rolle ). Es bildet ebenso wie Heparinkofaktor Il (HC Il) mit den entspre-
chenden Proteasen aquimolare stochiometrische Komplexe, wobei ihre Inhibitorrate
11



durch Heparin, bzw. Heparansulfat oder andere Glykosaminoglykane um das tausend-
fache gesteigert werden kann. Antithrombin Ill hat eine besonders starke Affinitat zu
Faktor lla und Xa. Faktor 1Xa, die Kontaktphasefaktoren Faktor Xlla, Xla und Kallikrein
werden schlechter, Faktor Vlla kaum inhibiert. HC Il hat eine sehr hohe spezifische Bin-
dung zu Thrombin, kann aber Antithrombin Il in seiner Effizienz nicht ersetzen.

Ein weiterer wesentlicher Regulator der Blutgerinnung ist der Tissue Factor Pathway
Inhibitor (TFPI), der an Faktor Xa bindet und diesen neutralisiert '”. Der TFPI/Faktor
Xa-Komplex bindet an den Gewebefaktor (TF)/Faktor Vlla-Komplex und hemmt seine
enzymatische Aktivitat. Dadurch wird aber die Aktivierung des Faktors IX durch den
TF/Faktor Vlla-Komplex nicht beeintrachtigt. Die Bedeutung dieses Aktivierungsweges
(Josso-Schleife) fur die Gerinnung sei hier noch einmal betont.

Wesentliche Inhibitoren der Kontaktphasefaktoren sind der CA1-Inhibitor (C1-INH) fur
Kallikrein, Faktor Xlla und Xla, der a4-Proteaseinhibitor (a4-Pl) fur Faktor Xla und das

az-Makroglobulin (a-MG) fur Kallikrein.

Kallikrein Fibrinolyse
Xlla =P Kininsystem
Xla Komplementsystem

(Josso-Schleife)

Vila+ TF
PL + Ca®'

IXa+ Vllla
PL+Ca?'

Xllla

Xllla

Fibrinogen i}I(’jsliches Fibrin se———yp- unlosliches Fibrin

Abbildung 1.1. Ubersicht (iber die Hamostase.

1.2. Fibrinolyse

Die Fibrinolyse sorgt fir die Auflésung des entstandenen Fibringerinnsels, wobei das
D-Dimer als kleinstes Abbauprodukt des Fibrins entsteht. Das wirksame proteolytische

Enzym ist Plasmin, das sowohl Fibrin als auch Fibrinogen spaltet. Es entsteht aus der
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inaktiven Vorstufe Plasminogen durch enzymatische Einwirkung von Plasminogenakti-
vatoren. Das fibrinolytische System spielt auRerdem eine Rolle bei der Ovulation und
Embryoimplantation, der Gewebereparatur und bei der Tumorinvasion und Metastasie-
rung (11-12).

Wahrend der Fibrinbildung wird Plasminogen im Gerinnsel eingeschlossen und aktiviert,
so dass es zur langsamen Aufldsung des Gerinnsels von innen her kommt. Plasmino-
gen bindet nicht nur an Fibrin, sondern auch noch an Thrombozyten und Endothelzel-
len, sowie an Thrombospondin (TSP) und histidinreiches Glykoprotein (HRG), wodurch
die Aktivierung zu Plasmin mit hoher Effizienz ablauft.

Die Plasminogenaktivatoren sind Serin-Proteasen mit hoher Substratspezifitat. Neben
den naturlich vorkommenden spezifischen Aktivatoren Gewebeaktivator (t-PA), und
Urokinase (u-PA), kdnnen die Kontaktphasefaktoren Faktor Xlla und Kallikrein Plasmi-
nogen und Plasminogenaktivatoren aktivieren 7" 32V Zur therapeutischen Anwen-
dung existieren daneben weitere Substanzen. Der Gewebeaktivator t-PA wird durch
Thrombin und Histamin aus Gefalkendothelien freigesetzt. Die Plasminbildung durch
t-PA ist fibrinabhangig und dadurch weitestgehend auf das Fibrin beschrankt. t-PA
interagiert auch mit anderen Matrixproteinen wie Fibronectin, Laminin und Throm-
bospondin und erhoht so seine Aktivitat. An Fibrin gebundenes t-PA ist vor der Inaktivie-
rung durch Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1) geschutzt. Freies t-PA wird sonst
rasch durch das im Uberschuss vorkommende PAI-1 irreversibel gebunden und inakti-
viert. Urokinase kommt im Plasma als Proenzym single-chain u-PA (scu-PA) vor, das
nach seiner Aktivierung durch Plasmin und die Kontaktphasefaktoren (vor allem
Kallikrein) zu two-chain u-PA (tcu-PA) umgewandelt wird * ' 22 |m Gegensatz zu
t-PA kann tcu-PA Plasminogen auch in freier Losung aktivieren. Bei der Aktivierung von
Plasmin besteht eine Verstarkerschleife, da Plasmin sowohl Urokinase als auch Faktor
XII aktiviert.

Freies Plasmin wird sofort durch Antiplasmine inaktiviert, so dass es normalerweise im
Plasma nicht nachweisbar ist. Der effizienteste Inhibitor ist ax-Antiplasmin (o2-AP) unter
Bildung von kovalenten Plasmin/az-Antiplasmin-Komplexen (PAP) ). Im Unterschied
zum op-Antiplasmin ist ax-Makroglobulin (a2-MG) unspezifisch und inhibiert auch ande-
re Serin-Proteasen. Daneben gibt es therapeutische Inhibitoren wie Tranexamsaure
und Aprotinin.

Im quervernetzten Fibrin kommt es durch die Wirkung des Faktors Xllla zur kovalenten

13



Bindung von ap-Antiplasmin an Fibrin, wodurch die Plasminwirkung an der Fibrinober-
flache vermindert wird. Es wird auch Fibronectin an das Fibrin gebunden, wodurch sich
die initiale Bindung des t-PA an das Fibrin vermindern kann. Daher wird quervernetztes
Fibrin zunachst durch Plasmin schlechter aufgelost, was physiologisch sinnvoll ist, da
die Verletzung zunachst verschlossen werden muss.

Auf der Stufe der Plasminogenaktivatoren wird die plasminvermittelte Proteolyse durch
vier Inhibitoren (PAI-1 bis 4) reguliert. Der wichtigste Inhibitor ist der Serin-
Proteaseinhibitor (Serpin) PAI-1, der mit t-PA stabile stochiometrisch aquimolare Kom-
plexe bildet und auch in Thrombozyten in relevanten Mengen vorkommt %9 Im Plas-
ma wird u-PA ebenfalls von PAI-1 gehemmt. PAI-1 kommt in einer aktiven und einer
latenten Form vor, wobei der PAI-1 in den a-Granula von Plattchen hauptsachlich in der
latenten Form vorliegt ©'**. Durch negativ geladene Phospholipide wird die latente
Form in die aktive Uberflhrt. PAI-1 wird in freier Form schnell oxidiert (35); gebunden an
t-PA oder Vitronectin ist es davor geschiitzt ®®*". Wie bereits erwahnt, wird iiber den
aPC-Komplex der Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1) inhibiert. PAI-2 wird haupt-
sachlich in der Plazenta gebildet, ist resistent gegenuber Oxidation und inhibiert sowohl
t-PA als auch u-PA @™ PAI-3 ist identisch mit dem Protein C-Inhibitor (PCI) und
hemmt relativ unspezifisch u-PA, Faktor Xa, Kallikrein und andere Serin-Proteasen “.

PAI-4 ist identisch mit Proteasenexin 1 und inaktiviert u-PA und Thrombin.

Plasminogen

Aktivatoren: Anti-Aktivatoren:
t-PA, u-PA . PAl 1-4
Kallikrein l C1-NH
Faktor Xlla o-Antitrypsin
A 4 Antiplasmine:
Plasmin = | a2-Antiplasmin
o2-Makroglobulin
Fibrinogen-/Fibrin-

Fibrinogen/Fibrin =—————p Spaltprodukte
Abbildung 1.2. Ubersicht (iber die Fibrinolyse.
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1.3. Thrombose

Die Hamostase ist ein Gleichgewichtszustand zwischen Gerinnung, Fibrinolyse, Throm-
bozyten, Leukozyten, Immunsystem und dem Endothel. Das enzymatische Zusammen-
spiel von Fibrinbildung und Fibrinolyse entscheidet, ob eine Blutung oder eine Throm-
bose entsteht, oder ob die Hamostase gewahrleistet ist. Bei einem Ungleichgewicht der
Hamostase in Richtung Thrombose bzw. Hyperkoagulabilitédt entsteht diese dann als
Folge eines durch intravasale Gerinnung entstandenen Thrombus. Die Ursachen einer
Thrombose kdnnen vielfaltig sein, sind aber prinzipiell die der von Virchow beschriebe-
nen Trias, also Veranderungen der GefalRwand, Hyperkoagulabilitdt und Veranderun-
gen der Flieleigenschaften des Blutes bzw. des Stromzeitvolumens, auf die oben
bereits eingegangen wurde.

Thrombotische Gefallverschlisse haben eine grof3e individuelle und soziobkonomische
Bedeutung. Im vendsen System flhren sie zu einer Stase und treten hauptsachlich als
tiefe Beinvenenthrombose auf, mit ihrer moglichen Komplikation einer Lungenembolie
oder eines postthrombotischen Syndroms. Im arteriellen System fuhren sie zu einer
Ischamie und treten beispielsweise im Bereich der Koronararterien, der hirnzufihrenden

Gefalle oder der Beingefalde mit der Folge eines Infarktes auf.

Plasminogen PAI-1

t-PA, u-PA oz-Antiplasmin
Prakallikrein Blutung Thrombose | | 1_inhibitor)
Faktor XII z (HRG)
(Protein C)

Abbildung 1.3. Gleichgewicht von Blutung und Thrombose.

Im Vergleich von arteriellen und vendsen Thromben lasst sich feststellen, dass im arte-
riellen System die Thrombenbildung durch die hohen Schergeschwindigkeiten haupt-
sachlich von der Adhasion und Aggregation der Thrombozyten abhangt, der Thrombus
demzufolge vorwiegend weily aussieht (Thrombozyten und Leukozyten). Im vendsen
System und in den Kapillaren spielt das plasmatische Gerinnungssystem bei langsam
stromendem Blut und bei Stase die Uberwiegende Rolle. Der Thrombus hat hier meist
eine rote Farbe (Erythrozyten und Fibrin). Die haufigsten Orte der Thrombusbildung
sind Bein- und Beckenvenen und die wesentlichste Komponente bei der Thrombu-
sentstehung ist die Hyperkoagulabilitat, die sowohl durch Gerinnungs- als auch durch
Fibrinolysedefekte verursacht sein kann.
Die Inzidenz von vendsen Thrombembolien ist schlecht beschrieben, dennoch gibt es
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daruber eine Reihe von Untersuchungen. Die beschriebene jahrliche Inzidenz variiert
von 45 bis 145 auf 100 000 fur tiefe Beinvenenthrombosen und von 20 bis 65 auf
100 000 fiir Lungenembolien “¢*"). Die groRe Bandbreite ist hauptséchlich durch das
jeweils unterschiedliche Studiendesign bedingt. Aber auch Missklassifikationen, die
durch unsichere klinische Diagnosen und begrenzte Autopsiedaten verursacht werden,
mit einer gleichzeitigen Diskrepanz zwischen klinisch und durch objektive Tests diag-
nostizierte Thrombosen kommen hinzu. Dazu bleiben als wesentliche Unsicherheit eine
Reihe von oligo- bis asymptomatischen Thrombembolien undiagnostiziert °*%. Eine
Gruppe hat jungst retrospektiv aus Daten einer 25 Jahre andauernden Kohortenstudie
% versucht, die genaue Inzidenz von tiefen vendsen Thrombosen und Lungenembolien
sowie Trends derselben zu beschreiben. In lhren Ergebnissen war die alters- und
geschlechtsangeglichene Inzidenz fur vendse Thrombembolien 117 auf 100 000
(48/100 000 tiefe vendse Thrombosen alleine; 69/100 000 Lungenembolie), mit etwas
héheren Werten fur Manner als fir Frauen (130 vs. 110/100 000). Sie fand, dass die In-
zidenz fur vendse Thrombembolien mit zunehmendem Alter fur beide Geschlechter
deutlich, wenn nicht sogar exponentiell, ansteigt.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass eine Notwendigkeit flr die prazisere Identifika-
tion von Patienten mit Risiken fir vendése Thrombembolien, sowie flir die sichere und

effektivere Prophylaxe besteht.

1.4. Thrombosediagnostik

Zur Diagnosestellung einer tiefen Beinvenenthrombose, der haufigsten Manifestations-
form der vendsen Thrombose, gibt es eine Reihe von diagnostischen Mitteln. Neben
den Madglichkeiten der radiologischen Diagnostik (einschlieRlich Doppler-Sonograghie)
und der postmortalen Autopsie, spielen plasmatische Gerinnungstests eine wesentliche
Rolle. Dennoch werden dadurch nicht alle Ursachen einer Thromboseneigung erkannt.
Unter anderem zahlt auch eine verminderte fibrinolytische Kapazitat (Potential oder
Aktivitat) ®°%? zy den durch einfache Tests nicht erfassbaren méglichen Ursachen einer
Thromboseneigung. Im Gegensatz zu der Vielzahl der diagnostischen Parameter zur
Erfassung von Stérungen im Gerinnungssystem, gibt es nur wenige zur Erfassung von
Fibrinolysestorungen. Es gibt zwar die Moglichkeit zur Messung der Einzelparameter
der Fibrinolyse wie Plasminogen, Antiplasmine, der Plasminogenaktivatoren und
-inhibitoren, aber nur ungenaue Messungen, die das Fibrinolysesystem als Ganzes er-

fassen. So wurden zwar Versuche unternommen, das Gesamtsystem mit Globaltesten,
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wie dem Venous-occlusion-test, der Fibrinplatte, der Euglobulinlysezeit und ihren Vari-
anten zu erfassen, doch haben sich diese letztlich in breiter Anwendung nicht durchge-
setzt. Sie sind entweder zu aufwendig in ihrer Anwendung oder in ihrer Aussage Uber

die globale fibrinolytische Aktivitat eingeschrankt.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Unsere Zielsetzung war die Entwicklung und Optimierung eines Globaltestes der Fibri-
nolyse, der einfach in der DurchfiUhrung und dabei ausreichend aussagekraftig ist. Die-
ser Test soll bei reduzierter ax-Antiplasminaktivitat die Summe der Aktivatoren und Inhi-
bitoren der Fibrinolyse in Form von generiertem Plasmin erfassen. Mit reduzierter
az-Antiplasminaktivitat deshalb, weil og-Antiplasmin als schnellster Plasmininhibitor
sonst eine Erfassung des im Test generierten Plasmins unmoglich macht. Der Test
"Fibrinolytische Kapazitat” soll einen solchen Globaltest darstellen. Eine weitere Zielset-
zung war die Evaluation der Fibrinolytischen Kapazitat im Vergleich zu anderen Para-
metern der Hamostase und Fibrinolyse mit einem gesunden Probandenkollektiv und ei-
nem Thrombosekollektiv. Die Evaluation erfolgte mit Hilfe folgender weiterer Parameter:
Fibrinplatte mit normaler und aktivierter Euglobulinfraktion (FP-NEF/DEF)

o Plasminogenaktivatorinhibitor-1 Aktivitat (PAI-1)

o Plasminogen (PIg)

° az-Antiplasmin (a.2-AP)

o D-Dimer (DD)

o Thromboplastinzeit (TPZ)

o aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
o Fibrinogen (Fbg)

e Antithrombin Il (AT III)

. Faktor XII (FXII)

o ProC Global (PCG)

Zusatzlich bei auffalligen ProC Globalwert folgende Parameter:
o Protein C (PC)

o Protein S (PS)

o APC-Resistenz (APCR)

o Akzelerin-Inaktivierung (AKI)

o Faktor V Leiden Genotypisierung (F V Leiden)
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21.

2.11.

Material und Methode
Materialien

Material / Gerate / Reagenzien

Gewebekulturschalen, @ 92 mm, Fa. Nalge Nunc International, Danemark.
Mikrotiterplatten (96 Well, F- oder U-Boden), Fa. Nalge Nunc Intern., Danemark.
Heizblock fur Mikroelisasystem, +37°C, Fa. Organon Teknika, Deutschland.
Heizblock fur Reaktionsgefalle (Thermomixer 5436), Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz,
Deutschland.

Heizplatte, (IKMAG® RCT), Fa. Jahnke & Kunkel, Deutschland.

Mischer (Easyshaker EAS 2/4), Fa. Labinstruments, Osterreich.

Vortexer (Vibrofix VF 1 elektronic), Fa. Jahnke & Kunkel, Deutschland.
Ultraschallgerat (Sonorex-Super Digital 10P), Fa. Bandelin, Deutschland.
Inkubationsschrank, +37°C, Fa. Heraeus Instruments, Deutschland.

Zentrifugen:

o Eppendorf (Centrifuge 5402), Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz, Deutschland.

o Hettich (Rotixa/RP), Fa. Hettich, Deutschland.

. Sorvall (RT 6000D), Fa. DuPont Intruments, USA.

Photometer (MRX Mikroplattenleser fur Mikrotiterplatten), mit dem Programm
Dynatech Revelation 2.0, Fa. Dynatech, Deutschland.

Analysegerat Cobas Mira Plus, Fa. Hoffmann-La Roche, Schweiz.
Gerinnungsanalysegerat STA, Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.
Koagulometer Coa Screener, Fa. LAbor, Deutschland.

Sarstedt Monovetten 3 ml oder 5 ml fur Gerinnung (1 Teil Na-Citrat-Losung
0,106 mol/l, 9 Teile vendses Blut), Fa. Sarstedt, Deutschland.

Sarstedt Monovetten-Kanule, 20 Gauge, 0,9 x 38 mm, Fa. Sarstedt, Deutschland.
Dade Hepzyme® (gereinigte Heparinase | zur Neutralisierung von bis zu 2 USP-
Einheiten unfraktionierten Heparins in Citratplasma, fir 0,5 — 1,0 ml Plasma),
Fa. Dade International, USA 6364

Standard-Human-Plasma, lyophilisiert, Fa. Behring, Deutschland.

Kontroll-Plasma N und P, lyophilisiert, Fa. Behring, Deutschland.

PreciClot® | und I, lyophilisiert, Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.
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STA PreciClot® Plus | und I, lyophilisiert, Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), Fa. Merck, Deutschland.

TRITON X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol), Fa. Sigma Chemical, USA.
Dextransulfat (Na-Salz, von Dextran mit einem durchschnittichen MW von
500 000 g/mol), Fa. Sigma Chemical, USA.

Humane Urokinase, lyophilisiert (HMW-u-PA, 52 000 g/mol, 90 000 IU/mg,
3050 IU), Fa. American Diagnostica, USA.

Natriumhydrogencarbonat, Fa. Merck, Deutschland.

Taurin (2-Aminoethansulfonsaure), Fa. Sigma Chemical, USA.

Natriumhypochlorit 5%, Fa. Bayer, Deutschland.

L-Arginin, freie Base, Fa. Sigma Chemical, USA.

Kaliumchlorid, Fa. Merck, Deutschland.

S-2251, Fa. Chromogenix, Schweden.

Essigsaure (Eisessig) 100%, Fa. Merck, Deutschland.

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure (2Na 2H,0)), Fa. Sigma Chemical, USA.
Natriumchlorid, Fa. Merck, Deutschland.

Schwefelsaure (H2SO4), 3 mol/l mit AD, Fa. Merck, Deutschland.

Lésungen

Puffer A: 0,1 mol/l TRIS (pH 8,00 mit HCI), 0,02% (v/v) TRITON X-100 mit AD
(65-68)

Kontaktaktivatorlosung 1 (KAL1): Dextransulfat 25 pg/ml (entspricht 50 nmol/l)
in Puffer A.

Plasminogenaktivatorlésung (PAL): Humane Urokinase 7,26 IU/ml, 1,55 nmol/l
in Puffer A.

Taurin-Hypochlorit-Losung (Tauchlor (TC)): 5 Teile Taurin 0,6 mol/l (mit
NaHCO3; 0,1 mol/l) und 1 Teil NaOCI 5%, entspricht 112 mmol/l NaOCI; 30 min
Inkubationszeit bei Raumtemperatur.

Puffer B: 0,3 mol/l L-Arginin, 2 mol/l KCI mit AD (pH 8,25 mit HCI).
Oxidationsldésung: Taurin-Hypochlorit-Losung 1:5,6 verdunnt mit Puffer A, ent-
spricht 20 mmol/l NaOCI.

Substratlosung: S-2251-Lésung 3 mmol/l in Puffer B.
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PreciClot® | geldst in 1,0 ml AD, entspricht 200%, verdinnt auf 125%, 100%, 75%,
50%, 25%, 12,5% mit Puffer A (Standards).
PreciClot® Il geldst in 1,0 ml AD, verdiinnt 1:2 mit Puffer A (Kontrolle).

Na-Citrat Plasma (kurz vor Messbeginn aufgetaut) 1:2 vorverdinnt mit Puffer A.

Kontaktaktivatorlosung 2 (KAL2): Dextransulfat 12,5 ug/ml in AD.

Essigsaure 0,025% (AD).

Euglobulinfraktion-Puffer (EF-Puffer): 20 mmol/l TRIS, 100 mmol/l NaCl,
2,7 mmol/l EDTA mit AD (pH 7,8 mit HCI).

Fertigreagenzien

Humanes Fibrinogen 2% (AD) (Haemocomplettan® HS 1 g, bei einer Gesamtpro-
teinmenge von 1400-2000 mg. Weitere Bestandteile: 400-700 mg Humanalbumin,
L-Argininhydrochlorid, NaCl, Natriumcitrat-Dihydrat), Fa. Centeon, Deutschland.
Humanes Plasminogen 120 pyg/ml = 2 CU/ml (AD), Fa. Chromogenix, Schweden.
Agarose 1% mit einer Temperatur von +55°C, Typ II-A, Fa. Sigma Chemical, USA.
Human-Thrombin 8,46 NIH/ml = 15 U/ml (AD), Fa. Boehringer Mannheim,
Deutschland.

Humanes Plasmin 7,9 mg/l = 125 mCU/ml, Fa. Chromogenix, Schweden.

Berichrom® PAI Testkit, Fa. Behring, Deutschland.

o PAI-Standard S1 0,0 U/ml, PAI-Standard S2 5 — 7 U/ml, PAl-Kontrollplasma
2,5-4,0 U/ml PAL.

o Urokinase-Reagenz: 5 IU/ml Urokinase (human), 100 mmol/l TRIS, pH 8,4.

o Plasminogen-Reagenz: 15 CTA-U/ml Glu-Plasminogen (human), 100 mmol/l
TRIS, pH 8,4.

o Oxidans: 1,8 g/l Chloramin T.

° Plasmin-Substrat: 0,6 mmol/l HD-Nva-CHA-Lys pNA in Substrat-Verdin-
nungslosung (35 g/l NaCl, 50 mmol/l TRIS, pH 8,4).

Enzym-lmmunoassay TintElize® PAI-1, Fa. Biopool, Schweden.

o Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, beschichtet mit monoklonalen anti-PAI-1-
Antikérpern (Maus) und vorgefullt mit Kontroll-Antikérpern.

. PET-Puffer (PBS-EDTA-Tween 20).
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PAI-1-Mangelplasma, PAI-1-Standardplasma.

Konjugat: anti-PAI-1-Antikorper (Ziege), konjugiert mit Peroxidase.
Wasserstoffperoxid 0,15% in AD.
Substrat (orhto-Phenylendiamin, OPD), gelost mit 22 ml AD, dann Zugabe

von 2 ml Wasserstoffperoxid 0,15%.

Dade® Plasminogen Chromogen, Fa. Dade AG, Schweiz.

o Streptokinase-Reagenz: 2000 Einheiten Streptokinase/ml, Puffer.

o Substrat-Reagenz: 2 ymol/l Methyl-Malonyl-Ser-(OBzl)-Arg pNA AcOH.

Dade® Alpha-2-Antiplasmin Chromogen, Fa. Dade AG, Schweiz.

o Plasmin-Reagenz: 3,85 nKat Plasmin/ml, gel6st in Plasmin-Solvent (enthalt
az-Makroglobulininhibitor).

o Substrat-Reagenz: 1,5 ymol/l Methyl-Malonyl-Hydroxyprolyl-Lysin pNA AcOH.

IL Test™ D-Dimer, Fa. Instrumentation Laboratory Co., USA.

o D-Dimer-Kontrollen niedriger und hoher Bereich, D-Dimer-Kalibrator: enthal-
ten partiell gereinigtes D-Dimer, welches bei der Verdauung von durch Faktor
Xlla stabilisierten und quervernetzten Fibrins durch Plasmin entstanden ist.

o Latex-Reagenz: enthalt eine Suspension aus Polystyren-Latexpartikeln ein-
heitlicher Grolze, die mit gegen D-Dimer gerichteten monoklonalen Antikor-
pern beschichtet sind.

o Reaktionspuffer: enthalt Phosphatpuffer, Rinderserumalbumin.

o IL Faktor Diluent.

Dade® Innovin (TPZ-Testkit, bestehend aus Lyophilisat von rekombinantem

humanem Gewebefaktor und synthetischen Phospholipiden (Thromboplastin),

Kalziumionen, einer heparinneutralisierenden Verbindung, Puffer und Stabilisato-

ren (Rinderserumalbumin)), Fa. Dade International, USA.

Platelin LS® (standardisiertes aPTT Reagenz, bestehend aus pulverisiertem Silizi-

umdioxid und reinen Phospholipiden), Fa. Organon Teknika, Deutschland.

STA Calciumchlorid (25 mmol/l CaCly), Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.

STA Fibrinogen (Human-Thrombin >70 NIH/ml, Polybrene® >0,01 mg/ml,

Heparininhibitor; zur Fibrinogenbestimmung nach Clauss), Fa. Boehringer Mann-

heim, Deutschland.

Accucolor® Antithrombin Il (Testkit zur quantitativen Bestimmung von Antithrom-

bin Il mittels eines chromogenen Substrates, bestehend aus Heparin-/
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Thrombinreagenz: lyophilisiertes Rinderthrombin (6 IU/ml) mit Heparin; Thrombin-
substrat: lyophilisiertes Sar-Pro-Arg pNA (3,1 mmol/l); AT-Ill Verdinnungspuffer
(10fach): 0,38 mol/l TAPS-Puffer, 37,5 mmol/l EDTA, 5 U/ml Heparin, pH 8,2.),
Fa. Sigma Diagnostics, USA.

F XlI-Mangelplasma (lyophilisiertes humanes F XlI-Mangelplasma mit einer Gerin-
nungsaktivitat von <1% des Faktors Xll, zur Bestimmung des Gerinnungsfaktors
Xl basierend auf der partiellen Thromboplastinzeit.), Fa. Immuno, Osterreich.

STA Diluent Puffer, Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.

ProC® Global (Testkit zur Bestimmung der antikoagulatorischen Kapazitat des
Protein C-Systems), bestehend aus APTT-Reagenz, flissig: Siliziumdioxid, pflanz-
liche Phospholipide, 2,4 g/l NaCl, 14,3 g/l HEPES, pH 7,6; Aktivator-Reagenz,
lyophilisiert: Extrakt aus dem Gift von Agkistrodon contortrix, 50 mmol/l HEPES,
Heparinneutralisator Hexadimethrinbromid (15 mg/l), pH 7,4; Puffer, flussig:
50 mmol/l HEPES, Heparinneutralisator Hexadimethrinbromid (15 mg/l), pH 7,4,
Fa. Behring, Deutschland.

STA Protein C Clotting (Testkit zur Bestimmung der Protein C-Aktivitat, bestehend
aus Protein C-Mangelplasma/PF 3-Aquivalent, lyophilisiert; Protein C-Aktivitator
(Protac®), lyophilisiert), Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.

STA Protein S Clotting (Testkit zur Bestimmung der Protein S-Aktivitat, bestehend
aus Protein S-Mangelplasma, lyophilisiert; Protein C-aktiviert, lyophilisiert; Faktor
Va, lyophilisiert), Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland.

Coatest® APC™ Resistance (Testkit zur Bestimmung der gerinnungshemmenden
Reaktion auf aktiviertes Protein C, bestehend aus CaCl,: 0,025 mol/l CaCl,, TRIS-
Puffer mit 0,5% Rinderserumalbumin (BSA); APTT-Reagenz: gereinigte Phospho-
lipide mit kolloidalem Silika als Kontaktaktivator; APC/CaCl,: humanes APC,
colyophilisiert mit CaCl,.), Fa. Chromogenix, Schweden.

Akzelerin-Inaktivierung: Zur Bestimmung der APC-Resistenz unter Antikoagulati-
on, bestehend aus Coatest® APC™ Resistance, Fa. Chromogenix, Schweden,
Barbital-Azetat-Puffer (pH 7,6), Fa. Behringwerke, Deutschland, Faktor V-
Mangelplasma, Fa. Immuno, Deutschland.
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2.2. Probanden

2.21. Patientenkollektive

Das Patientenkollektiv setzt sich aus verschiedenen Anteilen zusammen, zum grof3en
Teil Patienten mit verschiedenen thrombembolischen Erkrankungen, sowie Schwangere
und Patienten unter oraler Antikoagulation (Phenprocoumon, Marcumar®). Das Kollektiv
wurde aus dem Krankengut des Universitatsklinikums Charité, Campus Virchow-
Klinikum, erhoben. Von dem Kollektiv wurde anamnestisch und klinisch ein vorhande-
nes thrombembolisches Ereignis sowie Begleiterkrankungen erfasst. Die Kontrolle ein-
genommener Medikamente beschrankte sich auf ausgewiesene Antikoagulantien (He-
parin, Heparinoide, Hirudin, Vitamin K-Antagonisten), Fibrinolytika (Streptokinase, Uro-

kinase, t-PA) und Antifibrinolytika (Tranexamsaure, Aprotinin).

Probanden Méanner | Frauen | Summe Alter

Median | Quartilabst.
Thrombosen (Gesamt) 34 41 75 54,0 27,4
Schwangere 0 17 17 30,9 9,6
Orale Antikoagulation 20 5 25 62,7 14,6
Tabelle 2.1. Probanden.

2.21.1. Thrombosen

Das Patientenkollektiv mit thrombembolischen Erkrankungen besteht aus verschiede-
nen Untergruppen. Es handelt sich entweder um Patienten mit klinischer Diagnose
einer akuten Thrombose, oder bereits durchgemachter bzw. alter Thrombose, oder
positiver Familienanamnese. Dabei lagen die akuten Thrombosen sowohl als Erstmani-
festation, als auch als Rezidivthrombose im Sinne einer Thromboseneignung vor. Dar-
aus ergibt sich folgende distinkte Einteilung: Thrombosekollektiv (Gesamt) (T), akute
Thrombose mit Thromboseneigung (Rezidivthrombose) (T+), Erstmanifestation einer
akuten Thrombose (T-), sowie alleinige Thromboseneigung (alte Thrombose bzw. posi-
tive Familienanamnese) ohne akut bestehende Thrombose (Tp). Die Diagnosen wurden
teilweise mit diagnostischen Tests (plasmatische Gerinnungstests) gesichert. Radiolo-
gische Diagnostik wurde nur im Einzelfall durchgeflhrt, meist zur Diagnostik einer aku-

ten Lungenembolie.
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Erkrankung Manner | Frauen | Summe Alter
Median | Quartilabst.
Thrombosekollektiv 34 41 75 54.0 27 4
(Gesamt)
akute Thrombose 27 35 62 55,6 27,2
Lungenembolie 9 7 16 59,5 21,0
tiefe Beinvenenthromb. 16 26 42 57,6 28,1
andere Thrombosen 9 8 17 44,2 25,3
kombinierte Thromb. 7 8 15 57,0 32,7
Thromboseneigung 15 11 26 52,6 22,4
alte Thrombose 13 10 23 51,2 20,9
pos. Familienanamnese 4 2 6 46,8 28,1
Tabelle 2.2. Erkrankungen im Thrombosekollektiv.
Erkrankung Manner | Frauen | Summe Alter
Median | Quartilabst.
Thrombosekollektiv T 34 41 75 54.0 27 4
(Gesamt)
akute Thrombose mit | .., 8 5 13 56,1 17,7
Thromboseneigung
akute Thrombpse ohne T— 19 30 49 55.1 206
Thromboseneigung
nur alte Thrombose bzw Tp 7 6 13 49 1 334
pos. Familienanamnese

Tabelle 2.3.

Thombosekollektiv-Untergruppen.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt mit dieser Einteilung des Thrombosekollektives.

2.21.2. Schwangere

Beim Kollektiv der Schwangeren wurden z.T. Blutproben von zwei Zeitpunkten verwen-

det. Die erste Blutentnahme ("Zeitpunkt 1”) erfolgte kurz vor/bei der Geburt, bei 9

Schwangeren erfolgte eine zweite (*Zeitpunkt 2”) ein bis drei Tage post partal.

2.2.1.3.

Patienten unter oraler Antikoagulation

Das Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation setzt sich aus zwei Gruppen

zusammen: aus Patienten mit thrombembolischen Ereignissen und aus solchen ohne
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Ereignisse, wobei innerhalb der zweiten Gruppe noch zwischen Patienten mit Vorhof-
flimmern, Bypass-Operation bei arterieller Verschlusskrankheit (AVK) oder anderen
Erkrankungen unterschieden werden kann. Die Blutentnahmen erfolgten bei zwei unter-
schiedlichen Antikoagulationsgraden, wobei die beiden Zeitpunkte so gewahlt wurden,

dass die jeweiligen TPZ-Werte moglichst weit auseinander lagen.

Erkrankung Manner | Frauen | Summe Alter
Median | Quartilabst.
ohne gkutes throlmb.— 12 5 17 67.4 131
embolisches Ereignis
Herzrhythmusstérung 4 2 6 69,3 7,2
AVK und Bypass-OP 3 2 5 60,0 15,8
Vermischt 5 1 6 64,9 40,6
mit akytem thromb-. 8 0 8 586 318
embolischen Ereignis
Tabelle 2.4. Erkrankungen im Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation.

2.2.2. Normalkollektiv

Das Normalkollektiv besteht aus 162 freiwilligen gesunden Probanden, 93 mannlichen
und 69 weiblichen. Der Altersmedian liegt bei 24,0 Jahren, der Interquartilbereich bei 2.
Bei zwei Freiwilligen (gesunde Manner, Alter 30 und 26) wurde eine orale Antikoagula-
tion mit einem Vitamin K-Antagonisten (Phenprocoumon) vorgenommen. Die beiden
gesunden Probanden unter oraler Antikoagulation gehen in das Kollektiv der Patienten

unter oraler Antikoagulation ein (ohne akutes thrombembolisches Ereignis, vermischt).

2.2.3. Fehlerquellen

o Bei der Blutentnahme wurde ein moglicherweise vorhandener Tag/Nacht-
Rhythmus der Hamostase oder Fibrinolyse nicht beriicksichtigt ¢,

o Es wurde nicht auf eingenommene Mahlzeiten und den Genuss von Nikotin, Etha-
nol, Koffein und anderen Purinderivaten geachtet.

o Ein vorhandenes thrombembolisches Ereignis wurde nicht in allen Fallen radiolo-
gisch verifiziert, so dass falsch positive klinische Diagnosen maoglich sind. Diese
Gefahr ist aber von geringer Bedeutung, da Thrombosen eher in zu seltenen Fal-

len diagnostiziert werden “¢ %2 71-73),
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o Die Kollektive der Patienten mit Thrombose und oraler Antikoagulation sind sehr
heterogen. Es lassen sich also nur allgemeine Aussagen treffen.
o Deutlich verschiedener Altersmedian des Normalkollektives im Vergleich zu den

anderen Kollektiven.
2.3. Blutentnahme und Probenverarbeitung (thrombozytenarm / -reich)

2.31. Durchfiihrung

Am Oberarm wird mit Hilfe eines Stauschlauches an der sitzenden oder liegenden Per-
son ein vendser Stau angelegt. Die Dauer des Staus darf zwei Minuten nicht uUber-
schreiten. An geeigneter Stelle (Ellenbeuge bis Handrtcken) erfolgt nach Hautdesinfek-
tion die Entnahme von 10 — 20 ml Blut. Nach kompletter Fullung der Monovetten wird
der Inhalt durch vorsichtiges Schwenken/Kippen gemischt.

Die Zentrifugation der Proben erfolgt innerhalb einer Stunde nach Blutentnahme fir 15
Minuten bei +4°C mit 3000g (Hettich Rotixa/RP). Wir kdnnen zeigen, dass das Plasma
nach der Zentrifugation ausreichend thrombozytenarm ist (siehe Kapitel 3.1.7.5.). Das
Plasma wird sofort in mehrere 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberflhrt, bis zur weiteren Ver-
wendung bei -70°C tiefgekuhlt und jeweils nur einmal aufgetaut und anschliefend sofort
zu Messungen verarbeitet.

Zur Herstellung von thrombozytenreichem Plasma wird Blut aus einer ungestauten
V. cubitalis enthommen. Dabei wird 25 ml Blut (5 mal 5 ml) mit milder Aspiration ent-
nommen und die ersten 5 ml verworfen. Die Ubrigen Monovetten bleiben nach vorsichti-
gem Schwenken/Kippen fur 15 Minuten bei Raumtemperatur im schragen Winkel ste-
hen und werden anschlieRend fir 10 Minuten bei +20°C mit 100g (Sorvall RT 6000 D,
ohne Bremse) zentrifugiert. Der vorsichtig abpipettierte Uberstand ist das plattchenrei-
che Plasma (PRP). Aus dem restlichen Sediment kann wie oben beschrieben platt-
chenarmes Plasma (PPP) gewonnen werden.

Zur Zerstorung von Thrombozyten wird Plasma (PRP, PPP) im Wasserbad fir 10 Minu-
ten bei +20°C mit Ultraschall behandelt oder 2 mal bei -30°C fur 15 Minuten tiefgekuhlt
und anschlieRend wieder bei +37°C Uber 5 Minuten aufgetaut.

Fir die Fibrinolytische Kapazitat wird das Plasma von heparinisierten Patienten vor der
Messung mit Heparinase | (Dade Hepzyme®) behandelt. Dabei wird 0,5 ml Plasma pro
Flaschchen Dade Hepzyme® bei Raumtemperatur eingesetzt. Nach Lésen des Lyophili-

sat steht das Flaschchen dann 15 Minuten vor Testbeginn bei Raumtemperatur.
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2.3.2. Fehlerquellen

Zu langer vendser Stau vor der Blutentnahme.

o Nicht exakte Venenpunktion mit Aspiration von Gewebeflussigkeit.

o Hamolyse.

o Unvollstandige Fullung der Monovetten mit Veranderung des Mischungsverhalt-
nisses zwischen Venenblut und Natriumcitrat.

o Zu grolder Zeitraum zwischen Blutentnahme und Einfrieren des Plasmas.
24, Fibrinolytische Kapazitat (basale FC <150, aktivierte FC <150)

24.1. Prinzip

Die Fibrinolytische Kapazitat (FC) mit ihren Varianten (b FC <150 und a FC <150) ist
ein Test zur Beurteilung der fibrinolytischen Gesamtaktivitat im Plasma. Ziel ist die
summarische Erfassung von Aktivatoren und Inhibitoren der Fibrinolyse. Das Testver-
fahren entspricht einem zweistufigen, indirekten enzymatischen Assay. In der ersten
Stufe wird dem Plasma eine bestimmte Menge Urokinase (u-PA) zugeflhrt. In der zwei-
ten Stufe wird dann die aus dem Plasminogen der Probe gebildete Plasminmenge be-
stimmt. Dieses Verfahren wurde von Stief, Hansen, Kettelgerdes und Willich entwickelt
und optimiert.

Die FC besteht aus drei Varianten. Erstens der basalen FC (b FC), die aus einer ver-
dunnten Plasmaprobe bestimmt wird, zweitens der aktivierten FC (a FC), die zusatzlich
mit Dextransulfat (DXS) vorbehandelt ist. Dextransulfat ist ein Polyanion, bzw. Glyko-
saminoglykan, welches sehr potent die kontaktphaseabhangige Fibrinolyse aktiviert '":
22, 7479 Dadurch wird erreicht, dass der intrinsische Fibrinolyseweg im Test in
einem hohen Aktivierungszustand abgebildet werden kann. Die dritte Variante (endoge-
ne FC) wird ohne Zugabe von Urokinase durchgefuhrt, um eventuell vorhandene Plas-
minogenaktivatoren der Probe zu erfassen.

Durch Zugabe von Urokinase wird in der ersten Stufe die Generierung von Plasmin aus
Plasminogen des Plasmas gestartet. Im Plasma vorhandener freier Plasminogenaktiva-
torinhibitor (PAI) inaktiviert jetzt die vorgelegte Urokinase durch rasche Komplexbildung.
Hauptsachlich der schnell wirksame PAI-1 wird hier in seiner Wirksamkeit erfasst, aber
auch andere PAI konnen erfasst werden. In der zweiten Stufe wird die resultierende
Plasminmenge gemessen, die aus dem Plasminogen des Plasmas gebildet werden

konnte. Hierfur wird dem Plasma eine Oxidationslosung zugegeben, welche Antiplasmi-
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ne (vor allem ax-Antiplasmin) inaktiviert, ohne die Aktivitat von Urokinase oder Plasmin
wesentlich zu beeinflussen “ ¢7: 7680 7yr Herstellung dieser Oxidationslésung wird ei-
ne Taurin-Hypochlorit-Losung verwendet, die 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
wird. Wahrend dieser Inkubationszeit reagieren Taurin und Natrium-Hypochlorit mitein-
ander zu Taurin-Chloramin (ein N-Chloramin), indem das Chloranion auf Taurin Uber-
tragen wird. Hypochlorit und Chloramin sind physiologische Produkte der Myeloperoxi-

8185 Unter alkalischen Bedingun-

dase von aktivierten polymorphkernigen Leukozyten (
gen (pH 8,0 — 8,5) oxidiert Taurin-Chloramin selektiv Methionin-Reste in Proteinen zu
Methioninsulfoxid. Andere Aminosauren (auch Tryptophan) werden durch Taurin-
Chloramin nicht beeintrachtigt. Durch diese Wirkungsweise inaktiviert Taurin-Chloramin

%-%7) Aktive PAI werden also

Serpine, ohne die Serin-Proteaseaktivitat herabzusetzen (
durch die Oxidation nicht beeintrachtigt, da zudem zwischen Zugabe von Urokinase und
Oxidans eine Inkubationsphase von 5 Minuten liegt, in der eine Komplexformation ent-
steht. Die in dieser Phase gebildeten u-PA/PAI-1-Komplexe sind ahnlich wie die Vitro-
nectin/PAl-1-Komplexe vor Oxidation geschiitzt “°4" #) Die verbleibende u-PA-Aktivitat
katalysiert die weitere Bildung von Plasmin. Das entstandene Plasmin hydrolysiert das
chromogene Substrat S-2251 (HD-Val-Leu-Lys pNA) zu freiem p-Nitroanilin (pNA),
einem gelben Farbstoff, der bei 405 nm gemessen wird 9 Die Zunahme der Absorpti-
on durch das entstehende freie pNA ist ein indirektes Mal} fir das umgesetzte Plasmi-
nogen. Durch diesen Test werden also hauptsachlich Plasminogen, PAI-1, Kontaktpha-
senfaktoren (F XI, F XlI, PK) und Plasminogenaktivatoren der Probe erfasst.

Zur Beschreibung der FC wurde der Testansatz verschiedentlich modifiziert. Die einzel-
nen Modifikationen werden im Ergebnissteil der Arbeit dargestellt, in der Testbeschrei-

bung jedoch nicht einzeln aufgefuhrt.

24.2. Durchfiihrung

Fir die Fibrinolytische Kapazitat (FC) werden 25 pl einer Plasma-Vorverdunnung (Na-
Citrat Plasma 1:2 vorverdiinnt mit Puffer A), der Standards (PreciClot® | verdinnt auf
125%, 100%, 75%, 50%, 25%, 12,5% mit Puffer A) und Kontrolle (PreciClot® Il verdiinnt
1:2 mit Puffer A) mit 25 pl Puffer A bzw. 25 pl der Kontaktaktivatorlosung 1
(50 nmol/l DXS) in einer 96-Loch MTP mit Rundboden gemischt. Danach werden 50 pl
der Plasminogenaktivatorlosung (1,55 nmol/l u-PA; 363 mIU u-PA/50ul) hinzugegeben,
gemischt und in einem Heizblock fiir 5 Minuten bei +37°C temperiert. Nach Zugabe der

Oxidationslosung (20 mmol/l NaOCI) wird der Messansatz nach erneuter Mischung fur
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weitere 55 Minuten bei +37°C inkubiert. Im Messansatz befinden sich dann 10 nmol/l
Dextransulfat, 0,31 nmol/l Urokinase und 4 mmol/l NaOCI. Vor Beginn der Messung
werden 50 ul der Substratldsung (3 mmol/l S-2251 in Puffer B) zugegeben. Die Mes-
sung im Photometer findet bei konstanter Temperatur (+37°C) und einem pH-Wert im
Messansatz von ca. 8,0 statt. Zur Messung wird alle 60 Sekunden die Absorption bei
A =405 nm Wellenlange im Messbereich zwischen 5. und 10. Minute nach Messbeginn
zur Ermittlung der Differenz der Absorptionen/Minute (AA4osnm/min) herangezogen. In
diesem Messbereich liegen die Messungen annahernd im linearem Bereich. Der Mittel-
wert einer jeweiligen Probe von AA4snm/min im angegebenen Messbereich wird zur Be-

rechnung der FC (%) verwendet. Die Messungen erfolgen jeweils im dreifachen Ansatz.

Verdinnte Plasmaprobe/Standard 1:2 (Puffer A) 25 ul

Puffer A / Kontaktaktivatorlosung 1 (50 nmol/l DXS) 25yl

Plasminogenaktivatorlosung (1,55 nmol/l u-PA) 50 ul
Mischung und Inkubation fir 5 Minuten bei +37°C

Oxidationslosung (20 mmol/l NaOCI) 25yl
Mischung und Inkubation fur 55 Minuten bei +37°C

Substratlésung (3 mmol/l S-2251) 50 ul
Mischung und Bestimmung von AA4psnm/min

Tabelle 2.5. Durchfihrung der Fibrinolytischen Kapazitat.

243. Auswertung

Die Auswertung der Fibrinolytischen Kapazitat im Plasma in Prozent (FC %) erfolgt mit
Hilfe einer Kalibrationskurve, die durch die Verdinnungsreihe des Standardnormal-
plasmas (PreciClot® I) erstellt wird. (Diese Kalibration wurde erst fiir die Messung der
Kollektive durchgefuhrt, davor wurde die Fibrinolytische Kapazitat als Absorption/min
(A/min) dargestellt.) Die Kalibrationskurve wird aus sechs einzelnen Messpunkten bei
jeder MTP neu im Photometer berechnet. Dabei verwenden wir eine kubische Funktion
als Berechnungsmodel fir die Kurvenanpassung. Die Messwerte flr die Verdinnungs-
reihe des Standardnormalplasmas werden im Vergleich mit einer Verdinnungsreihe
eines Plasmapools (laborinterner Standard) ermittelt, welcher aus unserem Probanden-
kollektiv (Normalkollektiv) erstellt wird. Es wird dabei das Poolplasma als Norm (100%)

gesetzt, der Messwert des Standardplasmas PreciClot® | daran entsprechend ermittelt.
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Hierbei gilt:

Standard | b/ a FC poolplasma (%) |b FC preciciot” 1(%) |a FC preciciot” 1(%)

S1 125 122,5 111,25

S2 100 98 89

S3 75 73 66,75

S4 50 49 44.5

S5 25 245 22,25

S6 12,5 12,25 11,125

Tabelle 2.6. Vergleich Poolplasma und Standardplasma.

Auswertung FC
200
180 - .
el 4T aktiverteFC
140+ A
120+
100 K
80 +-- S
60 | basale FC

40 - o >
20 -

m#AA405nm/min

L 3

0 25 50 75 100 125 150
FC (%)

Abbildung 2.1 Auswertung der FC mittels der Kalibrationskurve der Standards.

Da es sich um eine nicht-lineare Kalibrationskurve handelt, die Kurve im oberen Pro-
zentbereich flacher wird, werden Werte nur bis zu einer FC <150% gewertet. Allen Pro-
ben mit einer FC >150% wird der Wert 150% zugewiesen. Bei starker Streuung der
Analysewerte der Dreifachbestimmung (>10%) wird ein Messwert eliminiert, falls ein
Messwert von zwei anderen stark abweicht. Ist kein Messwert als Ausreilder erkennbar,
wird die Messung wiederholt. Das Kontrollplasma dient zur internen Qualitatskontrolle.
Mit ihm wird die Prazision von-Tag-zu-Tag ermittelt, die Qualitatskontrolle wird im

Ergebnisteil dargestellt (Kapitel 3.1.5.1).
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24.4. Fehlerquellen

Ungenauigkeit beim Pipettieren kleiner Volumina.

Nichteinhaltung der erforderlichen Zeitrdume und Temperaturen.

. Die Proben sollten frei von Reagenzien sein, welche die Oxidation behindern.

o Verfarbung oder Tribung des Plasmas haben bei der geringen eingesetzten
Plasmamenge nur untergeordnete Bedeutung.

o Veraltete Materialien, Reagenzien und Losungen.
2.5. Tests aus der Euglobulinfraktion (EF)
251. Herstellung der Euglobulinfraktion (EF)

251.1. Prinzip

Man versucht, die Gesamtaktivitat der Fibrinolyse, Fibrinolyseaktivatoren und -proakti-
vatoren im Plasma u.a. uber die Euglobulinfallung darzustellen. Mit diesem Verfahren
der Verdinnung und Ansauerung des Plasmas bei ca. +4°C mit anschlieRender Zentri-
fugation erhofft man sich eine Abtrennung der Fibrinolyseinhibitoren aus der Euglobu-
linfraktion (EF). Diese Methode ist sicherlich nicht ideal, da einige Aktivatoren nicht
mehr in der Euglobulinfraktion enthalten sind oder inaktiviert wurden. Zum anderen
befinden sich weiterhin Inhibitoren in der Euglobulinfraktion. In der normalen Euglobu-
linfraktion (NEF) ist vor allem t-PA als Plasminogenaktivator enthalten, gebunden an
PAI-1, a-AP und C1-INH, aber auch Plasmin, scu-PA, F Xll, Prakallikrein und HMWK.
Durch Zugabe von verschiedenen Polyanionen lasst sich die fibrinolytische Aktivitat
stimulieren; es wird so weitere Aktivatoraktivitat aus Prakursoren/Praenzymen freige-
setzt. Dextransulfat ist eines der potentesten Polyanionen in dieser Hinsicht. Es aktiviert
hauptsachlich die Fibrinolyse Uber den kontaktphaseabhangigen (intrinsischen) Weg.
Die mit Dextransulfat aktivierte Euglobulinfraktion (DEF) enthalt tcu-PA und Kallikrein,
gebunden an C1-INH (131417, 20,90-92)

Das geloste Prazipitat wird zur Messung der fibrinolytischen Aktivitat benutzt. Dazu wird
meist die Fibrinplattenmethode (FP) verwendet, aber auch andere Verfahren wie der
(aktivierte) Clot-Lysis-Assay oder die Euglobulinlysezeit.

Wir verwenden leicht verandert die Methode von R. J. Klauser und C. Kluft zur Herstel-

lung der Euglobulinfraktion 09193,
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2.5.1.2. Durchfiihrung

Zur Herstellung der Euglobulinfraktion werden jeweils 100 uyl Plasma mit 900 ul Aqua
destilata fur die normale Euglobulinfraktion (NEF) oder mit 800 pyl Aqua destilata und
100 ul Kontaktaktivatorlosung 2 (12,5 ug/ml Dextransulfat) fur die aktivierte Euglobu-
linfraktion (DEF) in einem Reaktionsgefall gemischt. Die Ansatze werden dann flr
10 Minuten bei +37°C inkubiert, pH-Wert ist hierbei ca. 8. Anschliel’iend werden 900 ul
Essigsaure 0,025% (+4°C) hinzugegeben, nach Mischung wird fir 5 Minuten bei +4°C
inkubiert. Daraufhin wird far 5 Minuten bei +4°C mit 2000g zentrifugiert. Das Prazipitat
(Euglobulinfraktion) wird nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes mit 100 pl des
EF-Puffers geldst. Die Euglobulinfallung und -resuspension finden bei einem pH-Wert
von 5-6 statt. Die Euglobulinfraktion wird im einfachen Ansatz als normale Euglobu-
linfraktion (NEF) und als durch Dextransulfat aktivierte Euglobulinfraktion (DEF) herge-

stellt. Diese Euglobulinfraktion wird dann weiter in der Fibrinplatte verwendet.

Plasma 100 pl

Aqua destilata 800 pl

Aqua destilata (fur NEF) oder KAL2 (fur DEF) 100 pl
Inkubation fur 10 Minuten bei +37°C

0,025% Essigsaure (ca. +4°C) 900 pl

Inkubation fur 5 Minuten bei ca. +4°C
Zentrifugation fur 5 Minuten mit 2000g bei +4°C
EF-Puffer zum Ldsen des Prazipitates 900 pl

Tabelle 2.7. Herstellung der Euglobulinfraktion.

2.5.1.3. Fehlerquellen

o Da wir zur Herstellung der Euglobulinfraktion kein Flufenamat verwenden, kann es
zu Interferenzen mit dem C1-Inhibitor gekommen sein % 78 93,

o Aktivitatsverluste der Euglobulinfraktion durch mangelnde Kihlung.

o Fehlerhaftes Entfernen des Euglobulinprazipitatiiberstandes, entweder durch Be-

lassen von Flussigkeit oder durch unvorsichtiges Absaugen.
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2.5.2. Fibrinplatte (FP)

25.21. Prinzip

Die Verwendung von Fibrinplatten (FP) zur Abschatzung der fibrinolytischen Aktivitat
von Plasma bzw. der Euglobulinfraktion geht auf Permin ®4) bzw. Astrup und Mdllertz
zuriick ©®®. Der Methode liegen die physiologischen Prinzipien der Hamostase und
Fibrinolyse zugrunde. Thrombin katalysiert die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen, wel-
ches einen Film auf dem Boden einer Petrischale bildet. Wahlweise wird auch Plasmi-
nogen hinzugegeben, entsprechend dem physiologischen Einbau von Plasminogen in
das Gerinnsel. Die in dem Plasma, bzw. der Euglobulinfraktion enthaltenen Plasmino-
genaktivatoren fihren wahrend einer Inkubationszeit zu einer Lyse des Fibrins. Die
GroRe des Lysehofes ist proportional zur fibrinolytischen Aktivitat der aufgebrachten
Substanz. Es ist eine Art "Globaltest” mit semi-quantitativer Aussagekraft. Diese Metho-
de hat zahlreiche Varianten erfahren % %192 \Wir verwenden eine Variante des Verfah-

rens von Klauser ©°).

2.5.2.2. Durchfiihrung

Far die Fibrinplatte werden 3 ml Fibrinogen 2%, 1 ml Plasminogen 120 pg/ml (2 CU/ml),
3 ml Agarose 1% (ca. +55°C) und 1 ml Thrombin 15 U/ml (8,46 NIH/ml) in einem vor-
gewarmten (+40°C) Roéhrchen kurz gemischt und in eine vorgewarmte (+40°C) Petri-
schale (J 9 cm) gegossen. Die Fibrinplatte wird dann auf einem Heizblock fur 5 Minu-
ten bei +40°C waagerecht inkubiert und anschlielend bis zum Gebrauch bei +4°C
gelagert. Vor Gebrauch werden Lécher (& 5 mm) ausgestanzt. In diese Lécher werden
20 pl der Euglobulinfraktion (NEF/DEF) gegeben. Als Kontrolle dienen 20 pyl humanes
Plasmin 125 mU/ml. Inkubation der Fibrinplatte fur 18 Stunden bei +37°C.

2.5.2.3. Auswertung

Nach Ende der Inkubationszeit wird der Durchmesser (d) der Lysiszone ausgemessen
und die lysierte Flache (F) durch Subtraktion der Flache des Stanzloches berechnet.
Die lysierte Flache F (mm?) ist ein MaR der fibrinolytischen Aktivitat.

Dabei gilt fur Kreisflachen:

F=mnxr?, wobei:r=§.
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Abbildung 2.2. Fibrinplatte (3x Normalkollektiv, 1 akute Thrombose).

2.5.24. Fehlerquellen

Bei zu langsamem Arbeiten wahrend der Herstellung der Fibrinplatten kann es
vorzeitig zum Erstarren der Agarose oder zur Bildung von Gerinnseln kommen.
Bei nicht waagerechter Unterlage bei Herstellung der Fibrinplatte kann es zu
ungleicher Schichtdicke kommen. Da immer nur der sichtbare Lysishof betrachtet
wird und nicht das gesamte lysierte Fibrinvolumen, kann es zu Fehlinterpretatio-
nen der fibrinolytischen Aktivitat kommen.

Die Stanzl6cher durfen nicht zu nahe am Schalenrand liegen, weil hier durch
Adhasion eine ungleichmalfige Schichtdicke vorliegt.

Durch Schaumbildung des Fibrinogen-Plasminogen-Agarose-Gemisches ist eine
glatte Oberflache der Fibrinplatte nicht gewahrleistet.

Es ist auf korrekte Temperatur wahrend der Inkubationsphase zu achten; durch zu
hohe Temperaturen des Fibrinogen-Plasminogen-Agarose-Gemisches kann es zu
Denaturierung von Proteinen kommen.

Messungenauigkeiten beim Ablesen der Fibrinplatte kdnnen bei nicht exakt run-
den Lysehoéfen entstehen.
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2.6. Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI) Aktivitat

2.6.1. Prinzip

Far die Messung der Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI) Aktivitat im Plasma verwenden
wir das Verfahren Berichrom® PAI der Firma Behring Diagnostics GmbH. Dieses Test-
verfahren entspricht einem zweistufigen, indirekten enzymatischen Assay. Im ersten
Schritt wird dem Plasma eine bestimmte Menge Urokinase (u-PA) zugefuhrt. Die Menge
ist so gewahlt, dass sich u-PA gegeniiber PAI im Uberschuss befindet. Der PAI in der
Probe inaktiviert die vorgelegte Urokinase durch rasche 1:1 Komplexbildung. Haupt-
sachlich wird der Inhibitor von Typ 1 in seiner Aktivitat erfasst. Im zweiten Schritt wird
die resultierende u-PA-Aktivitat bestimmt. Dazu wird der Probe sowohl Glu-
Plasminogen, als auch Chloramin T zugegeben. Chloramin T inaktiviert oxidativ
a-Antiplasmin, ahnlich wie schon bei der FC dargestellt. Ansauerung und Verdinnung
der Probe, wie bei anderen Bestimmungsverfahren von PAI, sind bei diesem Verfahren
nicht notwendig. Auch eine Blutentnahme mit einem sauren Medium ist fur die Stabilitat
des PAI nicht notwendig ©" & 193199 Dje verbleibende u-PA-Aktivitat katalysiert die
Umwandlung von Glu-Plasminogen zu Plasmin. Das entstehende Plasmin hydrolysiert
das chromogene Substrat (HD-Nva-CHA-Lys pNA) zu freiem p-Nitroanilin (pNA). Die
Zunahme der Absorption durch das entstehende freie pNA ist ein indirektes Mal fir das
umgesetzte Plasminogen und damit fur die noch aktive Urokinase. Die Differenz zur zu-
gegebenen Urokinase entspricht dem Anteil, der durch den PAI inhibiert wurde. Die
Menge des freigesetzten pNA ist also umgekehrt proportional zur PAI-Aktivitat der Pro-
be. Die PAI-Aktivitat der Plasmaprobe wird mit Hilfe eines laborinternen Faktors (F\)
bestimmt. Die PAI-Aktivitaten in Probe und Standard werden in urokinaseinhibierenden

Einheiten/ml (U/ml) angegeben ©°),

| HD-Nva-CHA-Lys-pNA |

| Plasminogen Plasmin _4

HD-Nva-CHA-Lys-OH
+
| Chloramin T ] ;,-Antiplasmin

Abbildung 2.3. Prinzip des PAI Tests.
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PAI + u-PA > PAl/u-PA-Komplex + u-PA

; Urokinase
Glu-Plasminogen (Rest)

P Plasmin

HD-Nva-CHA-Lys pNA Plasmin p  HD-Nva-CHA-Lys-OH + pNA (gelb)

Abbildung 2.4. Durchfuhrung des PAI Tests.

2.6.2. Durchfiihrung

In eine 96-Loch MTP werden in Doppelansatzen jeweils 10 pl von PAI-Standard S1, S2,
PAI-Kontrollplasma und der zu bestimmenden Plasmaprobe pipettiert. Dazu werden
dann 20 ul vom Urokinase-Reagenz (5 IU/ml Urokinase) gegeben. Nach kurzer
Mischung wird fur 5 Minuten bei +37°C inkubiert. In dieser Zeit reagieren u-PA und PAI
miteinander. Anschlielend werden 40 pl Plasminogen-Reagenz (15 CTA-U/ml Glu-
Plasminogen) und 40 pl Oxidans (1,8 g/l Chloramin T) hinzugeben. Dann wird wieder
nach kurzer Mischung bei +37°C fir 5 Minuten inkubiert. Abschliel3end werden 100 ul
des verdlinnten Plasmin-Substrates (0,6 mmol/l HD-Nva-CHA-Lys pNA) zugefligt. Es
folgt dann eine kinetische Messung der Absorption der Standards, Proben und der Kon-
trolle im Photometer bei einer Wellenlange von A = 405 nm. Die Messung erfolgt alle 60
Sekunden (+37°C) im Messbereich von 11. bis 16. Minute nach Messbeginn zur Ermitt-
lung der Differenz der Absorptionen/Minute (AA4osnm/min). In diesem Messbereich sind
die Messungen annahernd linear. Der Mittelwert von AA4osnm/min des angegebenen

Messbereiches wird zur Berechnung der PAI-Aktivitat verwendet.

2.6.3. Auswertung

Die Auswertung der PAI-Aktivitat im Plasma in U/ml erfolgt mit Hilfe eines laborinternen
Faktors (F.) aus den Standards S1 und S2. Dabei wird folgende Formel benutzt::

_ PAI- Aktivitat S2 (U/ml)
~ AA/mMin s1- AA/min sz

Fo

Dieser Faktor wird fur jede Messung einer MTP neu erhoben.
Fur die PAI-Aktivitat der Kontrolle und Proben gilt:

PAI-Aktivitat prope (U/ml) = FL X (AA/min s1 — AA/mMin prope)
Die PAI-Aktivitat wird in Urokinase inhibierenden Einheiten/ml (U/ml) angegeben. Bei

starker Streuung der Analysewerte der Doppelbestimmung (>10%) wird die Messung
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wiederholt. Der Referenzbereich fir dieses Verfahren liegt zwischen 0,3 und 3,5 U/mi
(10. und 90. Perzentile), der Median betragt 1,1 U/ml ('®®. Die Nachweisgrenze liegt bei
0,5 U/ml.

2.6.4. Fehlerquellen

o Die PAI-Aktivitat zeigt starke tageszeitliche Schwankungen. Dies wurde bei der
Probenentnahme nicht immer bertcksichtigt.

o Nichteinhaltung der erforderlichen Zeitraume und Temperaturangaben.

o Die Proben sollten frei von Reagenzien sein, welche die Oxidation behindern.

o Verwendung von thrombozytenarmen Plasma, da Thrombozyten PAI enthalten.

o Pipettierungenauigkeit wegen der geringen Probenmenge von jeweils 10 ul. Dies
wird durch die Doppelbestimmung kontrolliert.

o Verfarbung oder Tribung des Plasmas haben bei der geringen eingesetzten

Plasmamenge nur untergeordnete Bedeutung.
2.7. Plasminogenaktivatorinhibitor 1 (PAl-1) Antigenkonzentration

2.71. Prinzip

FUr die quantitative Bestimmung der PAI-1-Antigenkonzentration verwenden wir den
ELISA TintElize® PAI-1 der Firma Biopool. Der Test basiert auf einem "Sandwichverfah-

%) und verwendet einen mo-

ren”, ahnlich dem von Declerk beschriebenen ELISA (
noklonale Antikorper (mAB) gegen PAI-1 (MA-7D4B7). Im Assay werden aktiver, laten-
ter und an t-PA oder u-PA gebundener PAI-1 nachgewiesen.

Jede Probe wird in zwei benachbarten MTP-Vertiefungen, der N- und A-Vertiefung,
untersucht. Die A-Vertiefung enthalt wandgebundenen anti-PAI-1-Antikorper und gelds-
te anti-PAl-1-Antikérper. Die N-Vertiefung enthalt die gleiche Menge wandgebundene
anti-PAI-1-Antikorper und geldste nicht-anti-PAl-1-Antikdrper. Wahrend der Inkubation
bindet der PAI-1 in der Probe an die wandgebundenen anti-PAl-1-Antikdrper der
N-Vertiefung, nicht jedoch an die der A-Vertiefung. Die Bindung von PAI-1 in der
A-Vertiefung wird durch die geldsten anti-PAl-1-Antikérper verhindert, wodurch unspezi-
fische Reaktionen von unspezifische Antikorpern in der Probe erfasst werden konnen.
Nun erfolgt die Zugabe eines zweiten mit Peroxidase konjugierten anti-PAl-1-Anti-
korpers (Konjugat). Ungebundenes Material und Uberschissige Antikdrper werden

durch Waschen entfernt. AnschlieRend wird ein Peroxidase-Substrat (ortho-Phenylen-
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diamin, OPD) zugefugt. Das Substrat flihrt nach der Reaktion mit der antikérpergebun-
denen Peroxidase zu einem gelben Farbumschlag, welcher direkt proportional zur ge-
bundenen Menge an konjugiertem Antikorper ist und somit auch zur PAI-1-Antigen-
konzentration. Die Differenz des Farbumschlages von der N- und A-Vertiefung ist hoch-

spezifisch fiir PAI-1 (ISAC = Immunological Specificity and Accuracy Control) %7,

2.7.2. Durchfiihrung

In jeweils benachbarte N- und A-Vertiefungen werden nach Rekonstitution der MTP mit
100 ul PET-Puffer 20 pl Probe und PAI-1-Standards pipettiert. Nach Zugabe von 50 pli
Konjugat wird auf einem Mischer (500-600 rpm) flr 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Vertiefungen mit PET-Puffer wird 200 ul
Substrat zugegeben, und die Platte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wird die Stopldsung (3 mol/ Schwefelsaure) zugegeben, und die MTP fur
10 Minuten in Dunkelheit zur Farbstabilisierung stehen gelassen. Die Messung der

Absorption des Farbumschlages erfolgt bei einer Wellenlange von A = 492 nm.

2.7.3. Auswertung

Zur Ermittlung der PAI-1-Antigenkonzentration wird die Absorptionsdifferenz (AA) zwi-
schen Vertiefung N und A von allen Proben und PAI-1-Standards gebildet. Anhand der
Kalibrationsreihe wird die PAI-1-Antigenkonzentration in ng/ml ermittelt. Der Referenz-
bereich liegt zwischen 4 und 43 ng/ml (18 = 10 ng/ml, Korrelation zur PAI-1-Aktivitat von

r=0,80) %) Die Nachweisgrenze liegt bei 0,5 ng/ml.

2.74. Fehlerquellen

o Die PAI-Aktivitat zeigt starke tageszeitliche Schwankungen. Dies wurde bei der
Probenentnahme nicht immer bertcksichtigt.

o Es sollte nur thrombozytenarmes Plasma verwendet werden, da Thrombozyten
PAI-1-Antigen enthalten.

o Beim Waschen muss auf komplette Fullung und Leerung der Vertiefungen
geachtet werden. Sowohl Blasenbildung beim Waschen, als auch Austrocknen der

Vertiefungen sind zu vermeiden.
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2.8. Plasminogen (Plg)

2.8.1. Prinzip

Es wird das Verfahren Dade® Plasminogen Chromogen der Firma Dade AG verwendet
(198) Bei dieser indirekten chromogenen Bestimmung wird der Probe Streptokinase im
Uberschuss zugefiigt. Diese bildet mit dem in der Probe enthaltenen Plasminogen
einen Komplex, der das chromogene Substrat hydrolysiert. Die Menge des freigesetz-
ten p-Nitroanilins (pNA) ist proportional zur Plasminogenaktivitdt. Die kinetische
Absorptionsmessung der Standards, Kontrollen und Proben erfolgt im Photometer
(A =405 nm, +37°C). Dabei wird die Absorptionsdifferenz/Minute (AA4osnm/min) ermittelt.
Die Plasminogenaktivitat wird in Prozent der Norm angegeben. Plasmininhibitoren,

Fibrin- oder Fibrinogenabbauprodukte beeintrachtigen diesen Test laut Hersteller nicht.

Plasmiogen + Streptokinase (gperschuss) > Plg/SK-Komplex

Peptid-pNA Plg/SK-Komplex

P Peptid + pNA (gelb)

Abbildung 2.5. Durchfuhrung des Plasminogen Tests.

2.8.2. Durchfiihrung

Vor Messbeginn wird auf dem Analysegerat Cobas Mira Plus eine automatische
Kalibrationskurve mit Standard-Human-Plasma erstellt, die vor jeder Messserie mit den
Kontroll-Plasmen N und P uUberpruft wird. Es wird dabei die Plasminogenaktivitat in
Prozent des Standard-Human-Plasmas auf der Abszisse und die Differenz der Absorp-
tion/Minute (AA4osnm/min) auf der Ordinate aufgetragen. Die Linearitat der Kalibrati-
onskurve reicht von 10 bis 130%. Die Analyse erfolgt automatisch, einem eingespei-

cherten Programm folgend.

verdunnte Probe 1:11 (Aqua destilata) 100 pl
Streptokinase-Reagenz 500 pl
Mischung und Inkubation fur 3 Minuten bei +37°C

Substrat-Reagenz 500 pl

Mischung und Bestimmung von AA4ps5nm/min

Tabelle 2.8. Durchflihrung des Plasminogen Tests.
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2.8.3. Auswertung

Die Plasminogenaktivitat in Prozent wird anhand der Kalibrationskurve bestimmt. Werte
<10% oder >130% werden nicht exakt erfasst, daher werden Messungen mit Analyse-
werten >130% in Verdunnung wiederholt. Fur die Plasminogenaktivitat der Kontrolle

und Proben gilt:

P|g Probe (%) = P|g S2 (%) + [F|_ X (AA/min Probe - AA/mIn 32)]

Dabei ist: FL= Plg s1(%) - Plg s2 (%) s1 = Standard 1 mit 25% Plasminogenaktivitat
) o AA/mMIN s1- AA/min s2 s2 = Standard 2 mit 100% Plasminogenaktivitat

Der Referenzbereich fur dieses Verfahren liegt laut Hersteller zwischen 75 und 160%.

2.8.4. Fehlerquellen

° Werte <10% oder >130% werden nicht exakt erfasst.

o Nichteinhaltung der erforderlichen Zeitraume und Temperaturangaben.
29. az-Antiplasmin (a.2-AP)

29.1. Prinzip

Es wird das Testkit Dade® Alpha-2-Antiplasmin Chromogen der Firma Dade AG ver-

') Bei dieser indirekten chromogenen Bestimmung wird Plasmin im Uber-

wendet
schuss der Probe zugefugt. Dieses bildet mit dem in der Probe enthaltenen
az-Antiplasmin (a2-AP) einen Komplex. Die restliche freie Plasminmenge, die
p-Nitroanilin (pNA) aus dem chromogenen Substrat freisetzt, ist umgekehrt proportional
zum op-Antiplasmingehalt der Probe. Die kinetische Absorptionsmessung der Stan-
dards, Kontrollen und Proben erfolgt im Photometer (A = 405 nm, +37°C). Dabei wird
die Absorptionsdifferenz/Minute (AAsosnm/min) ermittelt. Die ap-Antiplasminaktivitat wird

in Prozent der Norm angegeben.

02-AP + Plasmin (gperschuss) > a2-AP/PIn (inaktiv) + PIn (resy (aktiv)

Peptid-pNA Plasmin gesy B Peptid + pNA (gelb)

Abbildung 2.6. Durchflhrung des ao-Antiplasmin Tests.
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29.2. Durchfiihrung

Vor Messbeginn (Cobas Mira Plus) wird eine automatische Kalibrationskurve mit Stan-
dard-Human-Plasma erstellt, die vor jeder Messserie mit Kontroll-Plasmen N und P
Uberprift wird. Dabei wird die ap-Antiplasminaktivitat des Standard-Human-Plasmas in
Prozent auf der Abszisse und die Differenz der Absorptionen/Minute (AAsosnm/min) auf
der Ordinate aufgetragen. Die Linearitat der Kalibrationskurve reicht von 0 bis 135%.

Die Analyse erfolgt automatisch, einem eingespeicherten Programm folgend.

Verdinnte Probe 1:11 (Aqua destilata) 100 pl
Plasmin-Reagenz 500 pl

Mischung und Inkubation fir 3 Minuten bei +37°C

Substrat-Reagenz 500 pl

Mischung und Bestimmung von AA4psnm/min

Tabelle 2.9. Durchflihrung des ao-Antiplasmin Tests.

2.9.3. Auswertung

Die az-Antiplasminaktivitat in Prozent wird anhand der Kalibrationskurve bestimmt. Wer-
te >135% werden nicht exakt erfasst, daher werden Messungen mit Analysewerten
>135% in Verdunnung wiederholt. Fur die a,-Antiplasminaktivitat der Kontrolle und Pro-

ben gilt:
0.2-AP probe (%) =F_x (AA/min SO - AA/min Probe)

o Plq s1 (% so = Standard 0, Null-Standard
Dabei ist: FL= gs1 (%) s1 = Standard 1, Kalibrationsplasma

~ AA/mMin so - AA/min s1

Der Referenzbereich fur dieses Verfahren liegt laut Hersteller zwischen 80 und 128%.

2.94. Fehlerquellen

o Werte >135% werden nicht exakt erfasst.

o Nichteinhaltung der erforderlichen Zeitrdume und Temperaturangaben.

o In einigen Fallen kann eine leicht Interferenz von ay-Makroglobulin nicht ausge-
schlossen werden (z.B. Falle, bei denen der ax-Antiplasmingehalt stark erniedrigt

ist, oder bei einer hohen a,-Makroglobulinkonzentration).
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o Plasma, das in Probenrohrchen gesammelt wird, die entweder Tranexamsaure,
Aprotinin oder Heparin enthalten, darf laut Hersteller nicht verwendet werden, da
die Konzentration dieser Substanzen den Test beeinflussen, wahrend therapeuti-

sche Dosen geringe oder keine Auswirkungen zeigen.
2.10. D-Dimer

210.1. Prinzip

Wir verwenden den quantitativen turbidimetrischen Latex-Immunoassay IL Test™
D-Dimer der Firma Instrumentation Laboratory Co. Das IL Test™ D-Dimer-Reagenz ist
eine Suspension aus Polystyren-Latexpartikeln einheitlicher GroRRe, die mit monoklona-
len Antikdrpern (MA-8D3), hochspezifisch flr D-Dimer-haltige Fibrinspaltprodukte,
beschichtet sind. In Anwesenheit von D-Dimer im Plasma agglutinieren diese beschich-
teten Latexpartikel. Der Grad der Agglutination nimmt proportional zur
D-Dimerkonzentration in der Probe zu. Die Bestimmung erfolgt durch die Messung der
Absorption bei A= 405 nm, die mit dem Grad der Agglutination zunimmt. Die

Ergebnisse werden in ng/ml dargestellt 19,

2.10.2. Durchfiihrung

Vor Messbeginn (Cobas Mira Plus) wird eine automatische Kalibrationskurve mit
D-Dimer-Kalibrator erstellt, die vor jeder Messserie mit D-Dimer-Kontrollen Uberpruft
wird. Es wird dabei die D-Dimerkonzentration in ng/ml auf der Abszisse und die Diffe-
renz der Absorptionen/Minute (AAsosnm/min) auf der Ordinate aufgetragen. Die nicht-

lineare Kalibrationskurve umschliel3t den Bereich von 200 bis 1050 ng/ml.

Probe 95 i
Reaktionspuffer 70 pl
Latex-Reagenz 90 ul

Mischung und Inkubation fur 1 Minute bei +37°C

Bestimmung von AA4osnm/min Gber 5 Minuten

Tabelle 2.10. Durchflhrung des D-Dimer Tests.
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210.3. Auswertung

Die D-Dimerkonzentration in ng/ml wird anhand der Kalibrationskurve bestimmt. Der
Referenzbereich fur dieses Verfahren liegt nach Angaben des Herstellers unterhalb des
Cut-Off-Wertes zwischen 250 und 280 ng/ml.

2.10.4. Fehlerquellen

o Nichteinhaltung der erforderlichen Zeitrdume und Temperaturangaben.

o Rheumafaktoren kdnnen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren.

o Es besteht eine schwache Kreuzreaktion des monoklonalen Antikérpers (MA-8D3)
mit Fibrinogenabbauprodukten (>20 ug/ml gereinigte Fragmente D und E).

o Plasmatribungen (Hamoglobin >50 mg/dI, Bilirubin >5 mg/dI, Lipide >1000 mg/dl)

kénnen mit der Messung interferieren.

211. Thromboplastinzeit, aktivierte partielle Thromboplastinzeit, Fibrinogen,
Antithrombin lll, Faktor Xll, ProC Global, Protein C und S, Akzelerin-

Inaktivierung, APC-Resistenz, Faktor V-Leiden Genotypisierung

Die Thromboplastinzeit (TPZ) “"""®) wird mit dem Test Dade Innovin (Dade Internatio-
nal), die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) *1"9) mit dem Test Platelin LS
(Organon Teknika) und STA Calciumchlorid (25 mmol/l CaCly) (Boehringer Mannheim),
Fibrinogen (Fbg) (118 mit dem Test STA Fibrinogen nach Clauss (Boehringer Mann-
heim), Antithrombin 111 (AT 11) M-8 mit dem Testkit Accucolor® Antithrombin 11l (Sigma
Diagnostics), Faktor XII (F XII) "' mit F XlI-Mangelplasma (Immuno) mit einer auf der
aPTT beruhenden Testanordnung, Protein C (PC) '?” mit dem Testkit STA Protein C
Clotting (Boehringer Mannheim), Protein S (PS) 2122 mjt dem Testkit STA Protein S
Clotting (Boehringer Mannheim) auf dem automatisierten Gerinnungsanalysegerat STA
(Boehringer Mannheim) laut Anweisungen der Hersteller gemessen.

Die antikoagulatorischen Kapazitat des Protein C-Systems wird mit dem Testkit ProC
Global (Behring) (PCG) "#'29 auf dem Gerinnungsanalysegerdt STA (Boehringer
Mannheim) bestimmt. Zur Messung der Protein C aktivitdtsabhangigen Gerinnungszeit
von ProC Global (PCAT): 100 ul Na-Citrat Plasma, 100 pl Aktivator-Reagenz und 100 pl
APTT-Reagenz werden fur 3 Minuten bei +37°C inkubiert, dann werden 100 pl CaCl;

25 mmol/l (+37°C) zugegeben und die Gerinnungszeit abgelesen. Zur Bestimmung des
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PCAT-Leerwertes (PCAT/0) wird statt dem Aktivator-Reagenz Puffer zugegeben. Fir
die Berechnung des normalisierten Quotienten (PCAT-NR) gilt:

( PCAT }’ b
PCAT -NR = - AT/0

x Sensitivitatswert fur SHP
[ PCAT j .

PCAT/O
Die APC-Resistenz wird mit dem Testkit Coatest® APC™ Resistance (Chromogenix)
(APCR) (%512 auf dem Koagulometer Coa Screener (LAbor, Deutschland) bestimmt:
100 ul Na-Citrat Plasma und 100 pl APTT Reagenz werden fur 3 Minuten bei +37°C
inkubiert, dann werden 100 pyl CaCl, 25 mmol/l (+37°C) zugegeben und die Gerin-
nungszeit gemessen. In einem zweiten Ansatz werden statt CaCl, 100 pyl APC/CaCl,

(+37°C) hinzugegeben. Fir die Berechnung des APC Quotienten gilt:

Gerinnungszeit APC/CaClz
Gerinnungszeit CaClz

APC Ratio =

Die Akzelerin-Inaktivierung (AKI) ('®") ein Test zur Diagnose von APC-Resistenz unter
Antikoagulation, erfolgt unter Verwendung der Originalreagenzien vom Coatest® APC™
Resistance (Chromogenix) laut Anweisungen der Erstbeschreiber auf dem Koagulome-
ter Coa Screener (LAbor, Deutschland). Na-Citrat Plasma wird 1:20 mit Barbital-Azetat-
Puffer pH 7,6 (Behringwerke) verdunnt, 50 ul verdunntes Plasma werden mit
50 ul F V-Mangelplasma (Immuno) und 50 ul APTT Reagenz fur 7 Minuten bei +37°C
inkubiert, dann werden 50 ul APC/CaCl, (+37°C) zugegeben und die Gerinnungszeit
gemessen. Die Ermittlung des Ergebnisses erfolgt in Prozent. Fur die Referenzkurve
wird die APC/CaCl,-Losung mit 25 mmol/l CaCl, verdunnt. Laut Definition ist die Akze-
lerin-Inaktivierung die Verdlinnungsstufe der APC-Ldsung in Prozent.

Faktor V Leiden Genotypisierung '*® mit Isolation der genomischen DNA: 10 ml 0,8%
TRITON X-100 werden zu 10 ml EDTA-Blut, welches einmal eingefroren und wieder
aufgetaut wurde, hinzugefugt. Die Zellkerne werden mit 12000g fir 30 Minuten bei RT
abzentrifugiert und in 20 ml Lysis-Puffer (0,3 mol/l NaCl, 1,5 mol/l Harnstoff, 0,25%
SDS, 10 mmol/l TRIS-HCI, 1 mmol/l EDTA) resuspendiert. Extraktion (zweifach) der
DNA mit 20 ml Phenol-Chloroform, vor der Prazipitation der genomische DNA aus der
wassrigen Phase durch Addition von 20 ml Isopropanol. Die DNA wird abzentrifugiert,
einmal mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet, in H,O resuspendiert und bei +4°C

aufbewahrt. Ein 161 bp langes Fragment des Faktors V Gens, welches das Nukleotid

44



1691 enthalt, wird mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die folgenden
Primer werden verwendet I: 5-TCT CTT GAA GGA AAT GCC CCA TTA-3 und IlI: 5-
GGG CTA ATA GGA CTA CTT CTA ATC-3. Der Restriktionsansatz enthalt 50 mmol/l
NaCl, 10 mmol/l TRIS-HCI, pH 9,6; 10 mmol/l MgCl,. 10 pl Puffer + 200 pymol/l dNTPs
(New England Biolabs) + 50 pmol/l Primer + 2 ul genomische template DNA + 2,5 Units
Ampli-Tag DNA-Polymerase (New England Biolabs). Nach initialer Denaturierung bei
+94°C fur 5 Minuten folgen 30 Zyklen bei: +93°C fur 30 Sekunden, bei +61°C fur 30 Se-
kunden, bei +72°C fur 90 Sekunden mit einem finalen Elongationsschritt von 10 Minu-
ten bei +72°C. Das PCR-Produkt wird verdaut mit 1 Unit Mnl | (New England Biolabs)
fur 2 Stunden bei +37°C. Die Restriktionsprodukte werden mit Elektrophorese im Aga-
rosegel (3% Agarose in TAE-Puffer: 40 mmol/l TRIS-Azetat, 1 mmol/l EDTA) analysiert.

2.12. Qualitatskontrollen

FiUr alle dargestellten Parameter erfolgt eine interne Qualitatskontrolle. Die Qualitats-
kontrollen fur die FC und die Fibrinplatte werden im Ergebnisteil vorgestellt und ausge-
wertet (Kapitel 3.1.5 und 3.2.2). Die Qualitatskontrollen fur alle weiteren Parameter
werden nicht dargestellt. Es erfolgt aber fur diese Parameter nur dann eine Analyse,

wenn die Kontrollproben im vorgeschriebenen Vertrauensbereich liegen.

2.13. Statistik

Die statistische Analyse unserer Daten erfolgt mit Hilfe des Programms SPSS 9.0. Zur
Beschreibung unserer Ergebnisse verwenden wir folgende einfache Mal3zahlen:
o Mittelwert und Median

o Standardabweichung, Variationskoeffizient und Interquartilbereich

2.13.1.  Allgemeine Auswertungsmethoden

Zur Testung von vermuteten Aussagen (Hypothesen) Uber Zusammenhange zwischen
Merkmalen in der Grundgesamtheit werden aufgestellte Hypothesen gegenubergestellt
und Uberprift. Der Hypothese H4, die das Vorliegen eines solchen Zusammenhanges
vermutet, wird die Gegenhypothese (Nullhypothese) Hy gegenilbergestellt, dass ein
solcher Zusammenhang nicht exsistiert. Der empirisch beobachtete Zusammenhang
des Merkmals in der Stichprobe kann auch zufallig bedingt sein. Es ware auch maglich,
dass der Zusammenhang des Merkmals in der Grundgesamtheit tatsachlich besteht.

Um zu entscheiden, ob H; als statistisch gesichert angenommen werden kann, oder Hy
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vorlaufig beibehalten werden sollte, wird ein Signifikanztest durchgefthrt. Wir formulier-
ten Hy als Punkthypothese (es besteht kein Unterschied), Hy dagegen als zweiseitige
Bereichshypothese (es besteht irgendeine Differenz). Die wahrscheinlichkeitstheoreti-
schen Uberlegungen gehen dann von der Annahme der Richtigkeit der Nullhypothese
aus, und die Wahrscheinlichkeitsverteilung wird auf dieser Basis ermittelt. Hy wird erst
abgelehnt, wenn eine geringe Wahrscheinlichkeit von o, oder eine kleinere Wahrschein-
lichkeit als o daflr spricht, dass der beobachtete Unterschied bei Geltung von Hp
zufallig zustande gekommen sein kdonnte. Die Hypothese H4 (Alternativhypothese) wird
indirekt Uber Zurtckweisen von Ho angenommen. Dabei bestehen zwei Moglichkeiten
fur Fehlentscheidungen: man kann sich sowohl falschlicherweise fur Hy (Fehler erster
Art = o) als auch fur Hy (Fehler zweiter Art = ) entscheiden. Das gewahlte Signifikanz-
niveau a des Tests legt den Fehler erster Art fest. Wir legten fur zweiseitige Tests die
Signifikanzniveaus fur signifikante Zusammenhange bei o = 0,05, fur hoch signifikante
Zusammenhange bei a = 0,01 fest. Die Wahrscheinlichkeit des Fehlers zweiter Art
verandert sich in nicht genau ermittelbarer Weise in Abhangigkeit von o (je geringer «,
desto grofRer B), von der StichprobengréRe N und von der Differenz der verglichenen
Werte.

Untersucht wird also die Wahrscheinlichkeit p fur das Auftreten der Prufgroe bei Gel-
tung der Nullhypothese, bzw. die Irrtumswahrscheinlichkeit bei Geltung der Alternativ-
hypothese eines zweiseitigen statistischen Tests. Ist p < a, so entscheidet man sich fur
Hq. Ist umgekehrt p > o, so wird Hy beibehalten. Nach Mdoglichkeit haben wir die
exakte Wahrscheinlichkeit, oder die Schatzung der exakten Wahrscheinlichkeit mit Hilfe
des Monte-Carlo-Verfahrens verwendet.

Bei den von uns ermittelten Werten konnte nicht immer von einer Normalverteilung
ausgegangen werden. Aus diesem Grunde wurden zur Berechnung der Signifikanz
hauptsachlich verteilungsunabhangige Tests herangezogen. Im einzelnen wendeten wir

folgenden statistischen Tests an:

o y? -Test nach Pearson
o Kruskal-Wallis H-Test
o Mann-Whitney U-Test
. Wilcoxen-Test fur Paardifferenzen

. Pearson’scher Korrelationskoeffizient r
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213.2. Lineare Regressionsanalyse

2.13.2.1. Lineare Abhangigkeit

Die Regressionsanalyse befasst sich mit der Untersuchung und Quantifizierung von
Abhangigkeiten zwischen metrisch skalierten Variablen (der abhangigen und den unab-
hangigen Variablen). Wesentliche Aufgabe ist es, eine lineare Funktion zu finden, die

die Abhangigkeit einer abhangigen Variablen yi von einer oder mehreren unabhangigen

Variablen B, quantifiziert, welche additiv von einer Zufallsvariablen ¢; Uberlagert wird.
)A/i = Bo * BnXn,i + &i

Die Bezeichnung yi steht fiir die geschatzten y-Werte (Vorhersagewert). Sie symboli-
siert, dass die Regressionsfunktion jedem beobachteten xi-Wert nicht den tatsachlich
beobachteten y-Wert zuordnet, sondern einem mittleren yi-Wert, der auf der Regressi-
onsgeraden liegt. Der tatsachliche yi-Wert liegt in der Regel oberhalb und unterhalb der
Regressionsgeraden, kann aber auch auf die Gerade selbst fallen. Die Beobachtungs-
werte streuen folglich um die Regressionsfunktion. Die Abweichung & = (yi—yi) wird
Residualwert genannt und stellt die Abweichung des geschatzten vom beobachteten
Wert dar. Fur die Bestimmung der besten Anpassung (und damit der geringsten Streu-
ung) unter theoretisch vielen Geraden wird im allgemeinem die Methode der Kleinsten

Quadrate verwendet.

2.13.2.2. Methode der kleinsten Quadrate

Die Koeffizienten o und B, der linearen Regressionsfunktion werden so bestimmt, dass
die Summe der quadrierten Residualwerte flir alle Beobachtungen i ein Minimum

annimmt:

> &2 =3 (yi—¥i)* = Minimum

Ergebnis der Minimierung (mit Hilfe der partiellen Differentiation) sind zwei Bestim-
mungsgleichungen flr die Koeffizienten By und B, . Diese werden interpretiert als die
mittlere Anderung der zu erklarenden Variable Vi, wenn die erklarende Variable f um
eine Einheit variiert, unter der Bedingung, dass die anderen erklarenden Variablen 3,

konstant gehalten werden. Die beta-Koeffizienten sind die Koeffizienten, die sich erge-

ben wurden, wenn vor der Anwendung der Regressionsanalyse alle Variablen standar-

47



disiert worden waren. Mit der Standardisierung werden die Abweichungen der Mess-

werte der Variablen von ihrem Mittelwert in Standardabweichungen ausgedrucki:

X—X
z="—-
S

Im Unterschied zu den Regressionskoeffizienten sind die beta-Koeffizienten deshalb
von der Dimension der erklarenden Variablen unabhangig und daher miteinander ver-
gleichbar. Die Regressionskoeffizienten werden mit einem Student-t-Test auf Signifi-
kanz gepruft.

Erklarende Variablen kénnen auf unterschiedliche Weise in die Regressionsgleichung
eingeschlossen werden. Beim Verfahren "Rickwarts” werden zunachst alle Variablen
eingeschlossen. In Folgeschritten werden Variablen, die ein bestimmtes Ausschlusskri-
terium erfullen, ausgeschlossen. Beim Verfahren "Vorwarts” werden die erklarenden
Variablen Schritt fir Schritt einbezogen, falls sie ein bestimmtes Einschlusskriterium er-
fullen. Wir legen das Aufnahme- und Ausschlusskriterium bei den verwendeten Verfah-

ren bei der kritischen Wahrscheinlichkeit von p = 0,05 des F-Wertes fest.

2.13.2.3. BestimmtheitsmaR

Die Abweichung der Beobachtungswerte von ihren arithmetischen Mitteln (yi—yi) wird
durch die Regressionsgerade in (yi—yi) und (yi—Yi) zerlegt. Da mittels der Regressi-

onsgleichung die Variation der abhangigen Variable y statistisch durch die Variation der

unabhangigen Variable 3, vorhergesagt werden soll, kann die Abweichung (yi—Yyi) als

zu erklarende Abweichung interpretiert werden. Diese teilt sich in die nicht erklarte Ab-

weichung (yi—Yyi) (den Residualwert ¢) und die erklarte Abweichung (yi—Yi) auf. Es gilt
also fur jedes beobachtete Wertepaar i:
(Y-Y)=(y-y)+{-V)
Damit gilt auch
D-YP=2 v+ (Y -V)P
Das Bestimmtheitsmal® R? ist definiert als der Anteil der (durch die Variation der unab-

hangigen Variable) erklarten Variation an der gesamten Variation der abhangigen

Variable:

e 2OV DY -F0-9 . F-9F
Y-y > (y-y)7? Y-y
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Mit Hilfe des Bestimmtheitsmalies R? wird also bestimmt, wie gut die gewonnene linea-

re Gleichung geeignet ist, die beobachtete Abhangigkeit der Variablen zu beschreiben

bzw. vorherzusagen. R? wird maximal gleich 1, wenn Z(y—f/)2 =0 ist. Dieses ist

gegeben, wenn fiir jedes Beobachtungspaar i y =y ist, d.h. dass alle Beobachtungs-
punkte des Streudiagramms auf der Regressionsgeraden liegen und damit alle Residu-

alwerte gleich 0 sind. R? nimmt den kleinsten Wert 0 an, wenn z(y—y)z =0 bzw.

Z(y—y)2 = Z(y—f/)2 ist. Diese Bedingung beinhaltet, dass die nicht erklarte Variation

der gesamten zu erklarenden Variation entspricht, d.h. die Regressionsgleichung erklart

gar nichts. Damit ist als Ergebnis festzuhalten:
0<R*<1

Das korrigierte Bestimmtheitsmall R%orr ist kleiner als R2 Es stellt flr vergleichende
Beurteilungen von Regressionsgleichungen mit unterschiedlicher Anzahl von Erkla-
rungsvariablen bzw. Beobachtungswerten ein besseres MaR fur die Gute der Vorhersa-

gequalitat der Regressionsgleichung dar.

2.13.2.4. Varianzzerlegung und F-Test

Mit dem F-Test in der Varianzanalyse (analysis-of-variance, ANOVA) wird gepruft, ob
mehrere Erklarungsvariablen gemeinsam einen regressionsanalytischen Erklarungsbei-
trag leisten. Das Testen einzelner Regressionskoeffizienten auf Signifikanz erlbrigt sich
dadurch nicht. FUr den F-Test wird die Variation (Summe der Abweichungsquadrate)
der zu erklarenden Variable in die durch die Regressionsgleichung erklarte ("Regressi-
on”) und nicht erklarte ("Residual”) Variation zerlegt. In einem varianzanalytischen Test
wird ein Quotient aus zwei auf Basis der Zerlegung der Variation vorgenommenen un-
terschiedlichen Schatzungen der Gesamtvarianz gebildet und mit dem F-Test gepruft,
ob der Faktor einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Kriteriumsvariable hat oder
nicht. Die TestgroRe F hat eine Verteilung mit dfy = k — 1 und df; = n — k. Der F-Test

kann auch als Signifikanzprifung interpretiert werden, ob R?= 0 ist.

2.13.2.5. Modellannahmen

Damit die Methode der kleinsten Quadrate zu den besten Schatzwerten fiihrt, und

Signifikanzprifungen fir die Regressionskoeffizienten durchgefuhrt werden konnen,
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werden fur die Residualwerte ¢; (Zufallsvariable) folgende Eigenschaften ihrer Vertei-

lung vorausgesetzt:

1.

Die Residuen sind seriell unabhangig. Die Kovarianz der Residualwerte ist gleich 0O,
d.h. die Verteilungen der Residualwerte sind unabhangig voneinander. Ist die
Bedingung nicht erfiillt, so besteht Autokorrelation von ;. Die Uberpriifung der Kova-
rianz der Residualwerte fur verschiedene Beobachtungen wird mit der Durbin-
Watson-Statistik Uberprift (O = positive Autokorrelation, 2 = keine Autokorrelation,

4 = negative Autokorrelation).

. Die Residuen haben konstante Varianz. Damit ist die Varianz von der Hohe der

erklarenden Variablen unabhangig. Ist die Bedingung erfullt, so besteht Homoske-
dastizitat der Fehlervariable ¢;. Ist die Bedingung nicht erfullt, so besteht Heteroske-
dastizitat. Uberprift wird diese Voraussetzung mittels der Darstellung von Streudia-
grammen der Residualwerte ¢ gegen die erklarenden Variablen B, und der Residu-

alwerten ¢; gegen die Vorhersagewerte yi.

Die Residuen folgen einer Normalverteilung. Die Prifung auf Normalverteilung
erfolgt mit dem Kolgomorov-Smirnov-Anpassungstest. Diese Voraussetzung ist
erforderlich, wenn Signifikanzprifungen der Regressionskoeffizienten durchgeflihrt
werden sollen.

Es liegt keine Multikollinearitat der erklarenden Variablen vor. Dafur erfolgt eine Kol-
linearitatsdiagnostik zur Beurteilung der Starke von Multikollinearitat, d.h. der Ab-
hangigkeit der erklarenden Variablen untereinander. Daraus leitet sich der Konditi-

onsindex ab (10-30 moderate bis starke, >30 sehr starke Multikollinearitat).

Die Kleinst-Quadrate-Schatzer der Regressionskoeffizienten sind unter den gemachten

Annahmen optimal im statistischen Sinn. Die Schatzer sind die besten (kleinste Stan-

dardfehler) linearen erwartungstreuen (unverzerrten) Schatzer (Gauss-Markov-

Theorem), wenn mindestens die Annahmen 1 und 2 erfullt sind.
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3. Ergebnisse

3.1. Beschreibung der Testeigenschaften der Fibrinolytischen Kapazitat

Die Fibrinolytische Kapazitat (FC) mit ihren Varianten (basale FC <150 und aktivierte
FC <150) ist ein zweistufiger, indirekter enzymatischer Assay zur Beurteilung der fibri-
nolytischen Gesamtaktivitat in Plasma. Ziel ist die globale Erfassung von Aktivatoren

und Inhibitoren der Fibrinolyse.

3.1.1. Kontaktphaseaktivierung der FC mit Dextransulfat

Fir die Aktivierung der Fibrinolyse ist, neben dem klassischen Weg uber die Plasmino-
genaktivatoren t-PA und Urokinase, die Kontaktphaseaktivierung Uber Kallikrein und
Faktor Xlla von grofder Bedeutung. Die Kontaktphaseaktivierung mit Dextransulfat wird
durchgefuhrt, um eine maximale Stimulation der Fibrinolyse zu simulieren. Die Stimula-
tion der Fibrinolyse durch Dextransulfat, bzw. die Menge des generierten Plasmins in
der aktivierten FC (a FC) zeigt eine glockenférmige Konzentrations-Wirkungsbeziehung
mit einem Maximum bei 25-50 ug/ml Dextransulfat (50-100 nmol/l) (Abbildung 3.1.).

Im Vergleich dazu hat nicht-sulfatiertes Dextran, in aquimolarer Konzentration einge-
setzt, keinen Effekt: die Werte der "aktivierten” FC liegen auf Hohe der basalen FC
(b FC) (ohne Abbildung). Die Aktivierung beruht also auf den Sulfatresten des Dextran-

200
180 —
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2 5 10 20 25 50 100 200 basale FC
nmol/l DXS

Abbildung 3.1. Kontaktphaseaktivierung der aktivierten FC mit Dextransulfat in
ansteigender Konzentration (2-200 nmol/l) bei drei unterschiedlichen
Plasmen (Plasma A B, B ®m C ) im Vergleich zur basalen FC
(ohne DXS). (Mittelwert mit Standardabweichung als Fehlerbalken).
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sulfats. Die Zugabe von Platelin LS® (SiO, und Phospholipid) als klassischem Kon-
taktphaseaktivator fir den kontaktphaseabhangigen Gerinnungstest aPTT, zeigt im

Vergleich zu Dextransulfat einen geringeren Aktivierungseffekt (ohne Abbildung).

3.1.2. Wirksamkeit der a-Antiplasmininhibition

Ein wesentlicher Schritt bei der Durchfuhrung der FC ist die Inaktivierung von
az-Antiplasmin. Ohne Inaktivierung von oax-Antiplasmin wirde das im Testansatz gene-
rierte Plasmin sofort gehemmt werden. Wir verwenden ein oxidatives Verfahren durch
Zugabe einer Oxidationslosung (Taurin-Hypochlorit, 4 mmol/l NaOCl im Gesamtansatz)
zum Messansatz nach der ersten Inkubation von 5 Minuten. Neben der oxidativen
Hemmung des ap-Antiplasmins besteht die Madglichkeit der Inaktivierung durch
az-Antiplasmin spezifische Antikorper.

In der Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Taurin-Hypochlorit
auf ap-Antiplasmin (Abbildung 3.2.) tritt ab einer Konzentration von 8 mmol/l NaOCI in
der Oxidationslésung eine vollstandige Suppression der ay-Antiplasminaktivitat mit ma-
ximaler Aktivierung der FC auf. Konzentrationen von 8 mmol/l und mehr NaOCI in der
Oxidationslésung kénnen jedoch zu Stoéreffekten der FC fuhren, weshalb wir eine Kon-
zentration von 4 mmol/l NaOCl wahlen. Bei dieser Konzentration liegt eine ausreichen-

de Suppression der ax-Antiplasminaktivitat vor.
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NaOCI [mmol/l] in Oxidationslosung

Abbildung 3.2. Wirksamkeit der Oxidationslosung in ansteigender Konzentration
(0-10 mmol/l NaOCI) auf die ax-Antiplasminaktivitat ( ® ) und basale
FC () in einem reprasentativen Experiment.
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Bei hoher ax-Antiplasminaktivitat im Plasma kann daher eine mangelnde Inaktivierung
mit erniedrigter FC folgen, bei niedriger op-Antiplasminaktivitdt kann es zu oben
genannten Storeffekten kommen. Andererseits spiegeln die unterschiedlichen op-Anti-
plasminwerte die physiologische Fibrinolyse wider und tragen damit zum Gesamtbild

der fibrinolytischen Kapazitat bei, was durch den Test wiedergegeben werden soll.

3.1.3. Kalibration der FC

Zur Darstellung der Analysenergebnisse erfolgt die Kalibration der FC als Prozent-
angabe eines Normalkollektives. Dafur wird ein Plasmapool Pool N (laborinterner Stan-
dard), der aus dem gepoolten Plasma unseres Normalkollektives (gesunde Probanden)
besteht, verwendet. Aus diesem Poolplasma wird mittels einer Verdinnungsreihe eine
Eichkurve hergestellt. Diese wird mit einer Verdlinnungsreihe des Standardnormal-
plasmas PreciClot | (PCIl) verglichen. Dabei wird das Poolplasma als Referenz
verwendet und gleich 100% FC gesetzt. Der Messwert des Standardplasmas PreciClot |
wird daran entsprechend ermittelt, wobei die beiden Plasmen gut korrelieren
(Abbildung 3.3.). FC-Werte grofler 100% in der Verdunnungsreihe ergeben sich durch
Vorverdiunnungen des Plasmas im Messansatz, die geringer als 1:4 sind (Plasma-

Vorverdunnung von 1:2 entspricht 200%).

180
160

0 20 40 60 80 100 120 140 160
% Plasma

Abbildung 3.3. Kalibration der basalen und aktivierten FC [b FC und a FC] anhand
zweier Plasma-Verdunnungsreihen. (Plasmapool [Pool N] u.
Standardnormalplasma [PreciClot | = PCI]). (Mittelwert und Standard-
abweichung als Fehlerbalken bei Dreifachbestimmung).
A b FCPoolN, mbFCPCI,A aFCPoolN, O0aFCPC
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Deutlich wird hierbei, dass die FC nicht verdinnungsecht, und eine Extrapolation der
Werte unzulassig ist. Im oberen Bereich der aktivierten FC wird die Auswertung unge-
nau, da dort ein geringer Anstieg der AA4osnm/min zu einem grof3en Anstieg der FC in
Prozent fuhrt. Wir verwenden zur Analyse unserer Kollektive nur FC-Werte kleiner
150%. Proben mit einer FC >150% wird der Wert 150% zugewiesen (b FC <150 und
a FC <150).

3.1.4. Ermittlung des Referenzbereiches fiir die FC <150

Der Referenzbereich fur die FC <150 wird anhand der Werte des Normalkollektives mit
Hilfe des Kalibrationsplasmas in Prozent ermittelt (Kapitel 2.4.3.). Dabei ergeben sich
fur die basale FC <150 ein Mittelwert von 79,1% (Standardabweichung 38,2%) und ein
Median von 63,6% (Quartilabstand 55,7%) und fur die aktivierte FC <150 ein Mittelwert
von 103,0% (Standardabweichung 32,7%) und ein Median von 91,8% (Quartilabstand
55,7%). Der Referenzbereich (90% der Werte) liegt fur die basale FC <150 zwischen
34,2 — 150,0%, fur die aktivierte FC <150 zwischen 63,2 — 150,0%. Da es sich hierbei
nicht um normalverteilte Werte handelt, wird der Median als Referenzwert und der 90%-

Bereich als Referenzbereich verwendet.
3.1.5. Prazision der FC <150

3.1.5.1. Unprazision von-Tag-zu-Tag (Inter-Assay Variabilitat)

Standard- Variations-

Kontrollplasma N Mittelwert abweichung | koeffizient

b FC <150 28 7,91 1,61 20,29

a FC <150 28 54,84 1,78 3,25
Tabelle 3.1. Unprazision der basalen FC <150 und aktivierten FC <150 von-Tag-

zu-Tag (Inter-Assay Variabilitat) des Kontrollplasmas anhand von
Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient.

Die Unprazision von-Tag-zu-Tag wird mittels des Kontrollplasmas ermittelt. Samtliche
Kontrollen der jeweils ersten Assay-Platte des Tages werden erfasst und ausgewertet.
Die Verteilung der Kontrollwerte ist auch im Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-
Smirnov (Liliefors)) normalverteilt. Alle Werte der Kontrollserien liegen, bis auf drei Aus-
nahmen, innerhalb des 3-Sigma-Bereiches. Bei der basalen FC <150 ist der Variations-
koeffizient (Standardabweichung im Verhaltnis zum Mittelwert), bedingt durch den nied-
rigen Mittelwert, sehr hoch (20,3%) (Tabelle 3.1.).
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3.1.5.2. Unprazision in der Serie (Intra-Assay Variabilitat)

Standard- Variations-

Kontrollserien N Mittelwert abweichung | koeffizient
Serie1 b FC <150 44 29,00 2,01 6,94
a FC <150 44 57,61 2,09 3,63

Serie2 b FC <150 21 34,10 1,78 3,46
a FC <150 21 67,95 3,34 4,91

Serie3 b FC <150 24 29,17 1,01 3,45
a FC <150 24 60,13 1,04 1,72

Tabelle 3.2. Unprazision der basalen FC <150 und aktivierten FC <150 in der

Serie (Intra-Assay Variabilitdt) der drei Kontrollserien anhand von
Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient.

Die Unprazision in der Serie wird mit 3 unterschiedlichen Plasmen untersucht. Alle Wer-
te der Kontrollserien liegen innerhalb des 3-Sigma-Bereiches, wie auch die Dispersi-
onsmale Standardabweichung und Variationskoeffizient in einem vertretbarem

Bereich (Tabelle 3.2.) liegen.
3.1.6. EinflussgrofRen auf die FC

3.1.6.1. Einfluss von PAI-1 auf die FC

Die PAI-1-Aktivitat in einer Probe kann durch den Ubergang von der aktiven zur laten-
ten Form abnehmen. Um PAI-1 in seiner aktiven Form zu stabilisieren, kann zum Bei-
spiel eine Ansauerung der Probe durchgefuhrt werden. Idealerweise wird dann bei der
Blutentnahme saures Na-Citrat (pH 4,2) verwendet. Flr die Bestimmung von PAI-1 mit
den von uns angewendeten Analyseverfahren (Berichrom®-PAl [Aktivitat], TintElize®
PAI-1 [Antigenkonzentration]) ist kein besonderes Blutentnahmemedium aul3er norma-
les Citrat vorgesehen, sofern die Probe rasch zentrifugiert und tiefgefroren wird. Zum
Nachweis der ausreichenden Stabilitat von PAI-1 im normalem Citrat (NC) untersuchten
wir die PAI Aktivitat (U/ml, Berichrom®-PAl), die PAI-1-Antigenkonzentration (ng/ml, Tin-
tElize® PAI-1) und die FC von Proben in normalem (NC) und saurem Citrat (SC) dreier
Personen (Abbildung 3.4. und Abbildung 3.5. Probe I-lll). Diese Proben wurden unter-
schiedlichen Verarbeitungen unterzogen: Bei einer Halfte des Materials (B) wurden ver-
schiedene Zeiten (0 bis 4 Stunden) fur die Verarbeitung von antikoaguliertem Vollblut zu
Plasma mit anschlielender Tiefkihlung (-70°C) gewahlt, fur die andere Halfte (P) ver-
schiedene Zeiten (0 bis 4 Stunden) bis zur Tiefkihlung (-70°C) des bereit abzentrifu-

55



gierten Plasmas. Dadurch entstanden unterschiedliche Standzeiten sowonhl flr antiko-
aguliertes Vollblut, als auch fur Plasma bei Raumtemperatur.

Im Vergleich von normalem (NC) zu saurem (SC) Citrat konnen wir zeigen
(Abbildung 3.4.), dass normales Citrat die PAI Aktivitat (U/ml, Berichrom®-PAl) ausrei-
chend im Blut und Plasma fur >2 Stunden stabilisiert. Dabei fallt in der ersten Stunde
ein leichter Abfall der PAI-1-Aktivitat bei Proben mit Standzeiten flr antikoaguliertes
Vollblut (B) und ein leichter Anstieg der PAI-1-Aktivitdt bei Proben mit Standzeiten fir
zentrifugiertes Plasma (P) auf. Bemerkenswert ist die Zunahme der PAI-1-
Antigenkonzentration (ng/ml, TintElize® PAI-1) bei Proben mit Standzeiten fiir antiko-
aguliertes Vollblut (B), und die Abnahme der PAI-1-Antigenkonzentration bei Proben mit
Standzeiten fur zentrifugiertes Plasma (B), besonders in der ersten Stunde und vor

allem bei normalem Citrat.
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Abbildung 3.4. Probenstabilitat von PAI-1 (PAI-Aktivitat [U/ml, O ®] und PAI-1-
Antigenkonzentration [ng/ml, O @]) im Vergleich von normalen
(NC, offene Symbole) zum saurem Citrat (SC, geschlossene Symbo-
le) in Abhangigkeit von den Standzeiten (0 bis 4 Stunden) nach Blut-
entnahme fur Vollblut und Plasma (Mittelwert und Standardabwei-
chung als Fehlerbalken bei Dreifachbestimmung).
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Fir die FC kénnen wir aufweisen (Abbildung 3.5.), dass kein relevanter Unterschied
zwischen normalem und saurem Citrat besteht. Erkennbar ist eine leichte Abnahme der
FC-Werte in der ersten Stunde bei zunehmenden Standzeiten, sowohl fur normales als
auch fur saures Citrat. Aufgrund dieser nur geringfugigen zeitabhangigen Veranderun-
gen haben wir uns entschlossen, kein besonderes Blutenthahmemedium fur die
Bestimmungen von FC und PAI einzusetzen, und die Proben innerhalb einer Stunde zu
verarbeiten (Zentrifugation und Tiefkiihlung bei -70°C).

Des Weiteren haben wir die, in der basalen FC eingesetzte, Plasma-Vorverdinnung
(50 ul, 1:4) mit PAI-1 (0,4 bis 1600 IU/50 ul) angereichert (Abbildung 3.6.), wodurch die
Sensitivitat der FC auf PAI-1 deutlich wird. Es ist zu erwarten, dass eine aquimolare
Interaktion von PAI-1 und Urokinase erkennbar sein muss. Bei etwa aquimolaren Kon-
zentrationen von PAI-1 und Urokinase (7,26 IU/ml, 360 mIU/50 ul) ist die Aktivitat der

Urokinase soweit inhibiert, dass die Generierung von Plasmin in der FC zum Erliegen

kommt.
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Abbildung 3.5. Probenstabilitat in der basalen FC ( O B ) und aktivierten FC (O @)
(MAA405nm/min) im Vergleich von normalen (NC, offene Symbole)
zum saurem Citrat (SC, geschlossene Symbole) in Abhangigkeit von
den Standzeiten (0 bis 4 Stunden) nach Blutentnahme fur Vollblut
und Plasma (Mittelwert und Standardabweichung als Fehlerbalken
bei Dreifachbestimmung).
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Abbildung 3.6. Einfluss von PAI-1 in ansteigender Konzentration auf die basale FC
im Mittelwert von vier unterschiedlichen Plasmen B mit Standardab-
weichung als Fehlerbalken und auf eine Plasminogenlosung O
(Plasminogen 250 ng/50 pl).

3.1.6.2. Einfluss von Plasminogen auf die FC

Wir haben bei vier Plasmen den Einfluss von Plasminogen auf die FC untersucht

(Abbildung 3.7.). Durch die ansteigende Plasminogenkonzentration nivellieren sich die
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Abbildung 3.7. Einfluss von Plasminogen in ansteigender Konzentration (0 — 800 ug
Plasminogen/ml Plasma) auf die basale FC im Mittelwert vier unter-
schiedlicher Plasmen mit Standardabweichung als Fehlerbalken.
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Unterschiede der einzelnen Plasmen, was sich durch die kleiner werdenden Standard-

abweichungen zeigt.

3.1.6.3. Einfluss von Fibrinogen auf die FC

Um den Einfluss von Fibrinogen auf die FC zu untersuchen, haben wir Plasmen mit
Fibrinogen (Haemocomplettan®) angereichert (ohne Abbildung). Ein Einfluss ist in die-

sem Modell nicht feststellbar.
3.1.7. StorgroRen der FC

3.1.7.1. Einfluss von Antioxidantien auf die FC

Um den Einfluss von Antioxidantien (z.B. Ascorbinsaure) auf die FC zu sehen, haben
wir sowohl den In-vitro-Effekt, als auch den In-vivo-Effekt von Ascorbinsaure untersucht.
Durch Herstellung einer Mischlésung aus Oxidationsldsung und Ascorbinsdure (im
Gesamtansatz FC: 4 mmol/l NaOCI und 0,08 - 10 mmol/l Ascorbinsaure; Normbereich
Ascorbinsaure im Serum: 0,4 — 1,0 mg/dl, 23 — 57 ymol/l) wird die direkte Interaktion
der beiden in einem In-vitro-Modell dargestellt. Diese Mischlosung wird nach der ersten
funfminttigen Inkubation des Messansatzes zugegeben (Abbildung 3.8.). Es zeigt sich
ab einer Ascorbinsaurekonzentration von 0,63 mmol/l im Gesamtansatz (bei 4 mmol/l
NaOCI in der Oxidationslosung) ein deutlicher Abfall der FC-Werte. Solche Ascorbin-

saurewerte entsprechen etwa der zehnfachen physiologischen Serumkonzentration.
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Abbildung 3.8. Wirkung von Ascorbinsaure in ansteigender Konzentration auf die
basale FC im Vergleich zur FC ohne Oxidationslésung.
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Aquimolare Konzentrationen von Ascorbinsaure zu NaOCI in der Oxidationsldsung er-
zeugen Werte, die der Abwesenheit der Oxidationslésung entsprechen.

Da das Plasma selbst antioxidative Eigenschaften hat, untersuchten wir in einem
In-vivo-Modell das Plasma von zwei Personen (1 und 2) vor (B) und zwei Stunden nach
(™) oraler Einnahme von 3 g Ascorbinsaure in Form von Vitamin C-Brausetabletten
(Abbildung 3.9.). Bei der Person 1 (Abbildung 3.9. 1 A/B) zeigt sich auch bei abneh-
mender Konzentration an NaOCI in der Oxidationsldsung keine Veranderung der Werte
fur die FC vor Einnahme zu 2 Stunden nach Einnahme von 3 g Ascorbinsaure. Bei Per-
son 2 (Abbildung 3.9. 2 A/B) zeigen sich leichte Veranderungen in der FC beim Ver-

gleich vor Einnahme zu 2 Stunden nach Einnahme von Ascorbinsaure.
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Abbildung 3.9. Wirkung oral eingenommener Ascorbinsaure (3 g Vit. C BT) auf die
basale FC (A) und aktivierte FC (B) zweier Personen (1 und 2) unter
ansteigender Konzentration von NaOCI in der Oxidationslésung. FC
vor (M) und nach (®) Einnahme von Ascorbinsaure (Mittelwert und
Standardabweichung als Fehlerbalken bei Dreifachbestimmung).
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3.1.7.2. Einfluss von parenteralen Antikoagulantien auf die FC
unfraktioniertes Heparin, niedermolekulares Heparin (Nadroparin),

Heparinoid (Danaparoid), Hirudin (Lepirudin)

Fibrinolyseuntersuchungen bei Patienten mit Thrombophilieverdacht werden oftmals
erst dann vorgenommen, wenn eine therapeutische Malknahme bereits eingeleitet wor-
den ist. Daher ist es von besonderer Wichtigkeit zu untersuchen, ob ein Fibrinolysetest
durch eine antikoagulatorische Therapie beeinflusst wird. An erster Stelle sind hier die
parenteral verabreichten Antikoagulantien von Bedeutung, d.h. unfraktioniertes Heparin
(Liquemin N®), niedermolekulare Heparine (Nadroparin, Fraxiparin®), Heparinoide
(Danaparoid, Orgaran®), und Hirudin (Lepirudin, Refludan®). Zur Untersuchung des Ein-
flusses von parenteral verabreichten Antikoagulantien analysierten wir das Plasma Pool
N, bestehend aus dem gepoolten Plasma unseres Normalkollektives (gesunde Proban-
den) mit den oben genannten Antikoagulantien (Abbildung 3.11. A -D).

Es zeigt sich, dass die Antikoagulation mit Heparinen (unfraktioniert und niedermoleku-
lar) zu einer deutlichen Verminderung der Werte fur die FC (sowohl fur die basale FC
als auch fur die aktivierte FC) fuhrt (Abbildung 3.11. A und B). In einem niedrigen Do-
sisbereich (kleiner als 0,4 IE Liquemin oder Fraxiparin/ml Plasma) wird ein leichter Akti-

vierungseffekt von unfraktionierten und niedermolekularen Heparinen sichtbar. Dies ist
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Abbildung 3.10.  Wirkung von Heparinase (Dade Hepzyme®) auf die basalen FC mit
unfraktioniertem Heparin (Liquemin N®) angereichertem Plasma in
ansteigender Konzentration (0 bis 6,4 |IE Liquemin N®ml Plasma)
(Mittelwert und Standardabweichung als Fehlerbalken bei Dreifach-
bestimmung).

61



mJA405nm/min

200

-
g O O!,
o O

miJAz0snm/min

o

200

-_—

—
o O,
o O

mJA405nm/min
o
S

o

mlA405nm/min
— — N
(@] o (@)] o
o o o o

(@)

0 1 2 3 4 5 6 7
Fraxiparin (IE/ml Plasma)
go—e— o o C
0 0,5 1 1,5 2
Orgaran (E/ml Plasma)

o o D,
gPo—e——=° ° @
%00-o o —o *— —9
0 5 10 15 20 25

Refludan (ug/ml Plasma)

Abbildung 3.11.  Einfluss von parenteral verabreichten Antikoagulantien (unfraktionier-

tes Heparin [Liquemin®, A] niedermolekulares Heparin [Nadroparin,
Fraxiparin®, B] Heparinoid [Danaparoid, Orgaran®, C] Hirudin [Lepi-
rudin, Refludan®, D]) in ansteigenden Konzentrationen auf die basale
FC (®, unten) und aktivierte FC (Q, oben) von Pool N (Mittelwert
und Standardabweichung als Fehlerbalken bei Dreifachbestimmung).
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durch Bindung von Heparin an Heparinbindungsstellen von two-chain u-PA sowie sin-
gle-chain t-PA erklarbar, wodurch die Plasminogenaktivatoraktivitat steigt und das fibri-
nolytische System moduliert wird . Die Antikoagulation mit dem Heparinoid Orgaran®
(Abbildung 3.11. C) und dem Hirudin Refludan® (Abbildung 3.11. D) zeigen in therapeu-
tischen Dosen diese Effekte zwar auch, aber in deutlich geringerem Ausmal}, so dass
man von keiner relevanten Beeinflussung ausgehen kann. Dies veranlasst uns bei allen
mit Heparinen antikoagulierten Patienten eine Behandlung des Plasmas mit Heparinase
| (Dade Hepzyme®) vorzunehmen. Es zeigt sich, dass durch die enzymatische Behand-
lung des Plasmas vor der Messung bis zu 6,4 |IE Liquemin N®ml Plasma neutralisiert
werden konnen. Dabei erreichen wir Werte, die denen ohne Antikoagulation gleich-
kommen (Abbildung 3.10.).

3.1.7.3. Einfluss von oralen Antikoagulantien auf die FC

Phenprocoumon (Marcumar®)

Der Einfluss von oralen Antikoagulantien (Phenprocoumon/Marcumar®) auf die FC wird
im Zusammenhang mit der Analyse der Kollektive dargestellt und untersucht (Kapitel
3.3.5.). Dabei ergibt sich fur die zwei Probanden aus dem Normalkollektiv, welche mit
einem Vitamin K-Antagonisten antikoaguliert wurden, kein signifikanter Zusammenhang
(r = 0,08 fur Proband 1 und r = 0,24 fur Proband 2) zwischen TPZ und FC im Verlauf
der Antikoagulation.

3.1.7.4. Einfluss von Aprotinin und Tranexamsaure auf die FC

Aprotinin bildet direkt mit freiem Plasmin Komplexe und wirkt somit ahnlich wie
az-Antiplasmin und andere Serin-Proteaseinhibitoren. An Fibrin gebundenes Plasmin
wird dabei nicht von Aprotinin inhibiert. Durch die direkte Plasmininhibition verhindert es
die Konversion von single-chain Urokinase zu two-chain Urokinase und inhibiert (akti-
viertes) Protein C. Aulerdem inhibiert Aprotinin in den hochsten klinisch verwendeten
Dosen Kallikrein und vermindert die Bildung von Bradykinin **"*?_ Dadurch reduziert
Aprotinin insgesamt die fibrinolytische Aktivitat, wobei ansteigende Konzentrationen von
Aprotinin zu ansteigender Plasmininhibition fuhren. Diesen Effekt von Aprotinin auf die

Fibrinolyse kdnnen wir in ansteigender Konzentration zeigen (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12.  Einfluss von Aprotinin in ansteigenden Konzentrationen auf die
basale FC (Plasma 1 [H] und 2 [®]) und aktivierte FC (Plasma 3 [[]
und 4 [Q]) jeweils zweier unterschiedlicher Plasmen.

Plasminogen besitzt eine Reihe von Lysin-Bindungsstellen, darunter eine starke und
mehrere schwache. Bindung von Lysin-Analoga an die schwachen Bindungsstellen von
Glu-Plasminogen fiihrt zur Konformationsénderung und damit zur Steigerung der Akti-
vierbarkeit von Plasminogen durch Urokinase und t-PA. Bindung an die starke Bin-
dungsstelle vermindert die Bindung von Glu-Plasminogen und Plasmin an die Lysin-

reste von Fibrin in niedriger Dosierung (**"**. Bei niedrigen Tranexamsaurekonzen-
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Abbildung 3.13. Einfluss von Tranexamsaure in ansteigenden Konzentrationen auf
die basale FC (Plasma 1 [®W] und 2 [®]) und aktivierte FC
(Plasma 3 [O] und 4 [Q]) jeweils zweier unterschiedlicher Plasmen.
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trationen kommt es zur moderaten Verstarkung und bei hoheren Konzentrationen zur
Inhibierung der Plasminogenaktivierung '*" >3 Dabei tritt bei Glu-Plasminogen ein
biphasischer Effekt mit Verstarkung gefolgt von Inhibition auf, wahrend bei Lys-
Plasminogen eine monophasische Inhibition beobachtet wird ("3,

Die Verstarkung der Glu-Plasminogenaktivierung durch Tranexamsaure in niedriger
Konzentration ist eng mit Konformationsanderungen in der molekularen Struktur assozi-
iert, die durch die Bindung von Tranexamsaure/Lysin-Analoga an Plasminogen induziert
werden. Der inhibitorische Effekt von Lysin-Analoga in hoheren Konzentrationen kann
als nicht (direkte) kompetitive Bindung des Liganden an die aktive Seite der Serin-
Protease t-PA oder Urokinase erklart werden ('*". Das Konzentrationsintervall, welches
zur Inhibition der Aktivierung von Plasminogen durch Urokinase fihrt, ist sehr unter-
schiedlich zu dem vom t-PA-Aktivatorsystem. Tranexamsaure bindet an die aktive Stelle
des t-PA etwa 100 mal schwacher als an die aktive Stelle der Urokinase. Urokinase
wird bei viel geringeren Konzentrationen inhibiert als t-PA. Tranexamsaure inhibiert die
Konversion von sct-PA zu tct-PA durch Plasmin Uber Lysin-Bindungsstellen des
Plasmins ("9,

Diesen biphasischer Effekt der Plasminogenaktivierung kénnen wir deutlich bei der
basalen FC zeigen. Fur die aktivierte FC ist bei niedrigen Tranexamsaurekonzentratio-
nen die Kontaktaktivierung starker als die Inhibition der Plasminogenaktivierung

(Abbildung 3.13).

3.1.7.5. Einfluss von Thrombozyten auf die FC

Zur Feststellung des Einflusses von Thrombozyten auf die FC wird sowohl plattchenrei-
ches (PRP), als auch plattchenarmes (PPP) Plasma einer Blutentnahme miteinander
verglichen. Um den Einfluss von Plattchenbestandteilen z.B. thrombozytaren PAI zu er-
fassen, werden die Plasmen mit Ultraschall oder Kalte behandelt. Es ergeben sich bei
drei untersuchten Proben keine signifikanten Unterschiede der behandelten Plasmen
zur normalen FC (ohne Abbildung). Zugleich kdnnen wir feststellen, dass das normal
hergestellte Plasma ausreichend thrombozytenarm ist. Ein Einfluss auf die basale FC

durch Thrombozyten scheint ausgeschlossen.

3.1.7.6. Einfluss von Bilirubin auf die FC

Um den Einfluss von Tribungen des Plasmas auf die Bestimmung der FC festzustellen,

haben wir die FC mit Plasma durchgefuhrt, welches mit steigenden Bilirubinmengen
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angereichert ist. Mit Bilirubin angereichertes Plasma fuhrt im Vergleich zum nativen
Plasma bei der von uns fiur die FC verwendete Wellenlange A = 405 nm zu einer ver-
starkten Absorption. Der Einfluss auf die Bestimmung von AA4psnm/min der FC ist
allerdings gering. Es lassen sich bis zu einer Bilirubinkonzentration von 33,72 mg/dl
(eingesetzte Konzentration), resp. 24 mg/dl (gemessene Konzentration) sichere Werte
fur die FC messen. Sowohl fur die basale, als auch fur die aktivierte FC ergeben sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Bilirubinkonzentrationen.
3.2. Beschreibung der Testeigenschaften der Fibrinplatte

3.21. Plasmin-Standardkurve

Mit der Fibrinplatte lasst sich semi-quantitativ die lysierte Flache als Plasminaquivalent
darstellen (Abbildung 3.14.). Wir geben unsere Ergebnisse als GrofRe der lysierten Fla-
che und nicht als Aquivalenz von Plasminaktivitdt an, da dadurch kein zuséatzlicher

Informationsgewinn entsteht.
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Abbildung 3.14.  Plasmin-Standardkurve der Fibrinplatte. (Lysisflache [mm?] in der Fi-
brinplatte durch ansteigende Konzentrationen von Plasmin [mU/ml]).

3.2.2. Prazision der Fibrinplatte

Unprazision von Fibrinplatte zu Fibrinplatte

Die Unprazision von Fibrinplatte zu Fibrinplatte wird mittels der Kontrollprobe bestimmt

(125 mU/ml Plasmin). Sadmtliche Kontrollen werden erfasst und ausgewertet. Die Vertei-
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lung der Werte ist auch im Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov (Liliefors))
normalverteilt. Bis auf eine Ausnahme liegen alle Werte der Kontrollserien innerhalb des
3-Sigma-Bereiches. Auch die Dispersionsmalle Standardabweichung und Variations-

koeffizient liegen in einem vertretbaren Bereich (Tabelle 3.3.).

Kontrollprobe Standard- Variations-

(125 mU/ml Plasmin) | N Mittelwert | abweichung | koeffizient

FP 81 3018 219 7
Tabelle 3.3. Unprazision der Fibrinplatte von Platte zu Platte (Inter-Assay Variabi-

litat) der Kontrollprobe anhand von Mittelwert, Standardabweichung
und Variationskoeffizient.

3.2.3. Einfluss von Heparin

Unfraktioniertes Heparin (Liquemin®) hat einen konzentrationsabhidngigen Einfluss
auf die Grolke der lysierten Flache der Fibrinplatte (Abbildung 3.15.). Die Ursache

einer zunehmenden Aktivierung der Fibrinolyse kdnnen die Sulfatreste des Heparins
sein (90, 129, 140)'
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Abbildung 3.15.  Einfluss von unfraktioniertem Heparin in ansteigender Konzentration

auf die Lysisflache der Fibrinplatte (normale (NEF) und Dextransulfat
aktivierte Euglobulinfraktion (DEF)).
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3.3. Analyse der untersuchten Kollektive

3.3.1. Einteilung des Gesamtkollektives in Untergruppen

Die im Methodenteil (Kapitel 2.2.) beschriebenen Probanden werden zur vergleichen-
den Analyse der einzelnen Parameter in ein Normalkollektiv mit gesunden Probanden,
ein Schwangerenkollektiv und ein Thrombosekollektiv (Patienten mit thrombemboli-
schen Erkrankungen) eingeteilt. Dabei wird das Thrombosekollektiv in weitere drei
distinkte Untergruppen unterteilt (siehe Kapitel 2.2.1.1., Tabelle 2.3.): Patienten mit aku-
ter Thrombose und bekannter Thromboseneigung, also Thromboserezidive (T+), Erst-
manifestation einer akuten Thrombose (T-), sowie alleinige Thromboseneigung (alte

Thrombose bzw. positive Familienanamnese) ohne akut bestehende Thrombose (Tp).

Untergruppen Akronym N
Gesamtheit der Probanden (Gesamtkollektiv) GP 254
Normalkollektiv (gesunde Probanden) NK 162
Schwangerenkollektiv SK 17
Thrombosekollektiv (Gesamt) T 75

akute Thrombose mit Thromboseneigung T+ 13

akute Thrombose ohne Thromboseneigung T- 49

nur alte Thrombose bzw. pos. Familienanamnese Tp 13
Tabelle 3.4. Einteilung des Gesamtkollektives in Untergruppen.

Zur Analyse des Zeitverlaufes bei Probanden unter oraler Antikoagulation (Vitamin K-
Antagonisten) und Schwangeren werden zwei weitere Gruppen gebildet. Die eine
Gruppe umfasst ein Kollektiv aus Patienten unter oraler Antikoagulation mit Blutent-
nahmen bei unterschiedlichen Antikoagulationsgraden (mit hohen und niedrigen TPZ-
Wert). Die andere Gruppe umfasst ein Kollektiv aus Schwangeren vor (Zeitpunkt 1) und
nach der Geburt (Zeitpunkt 2). Die Schwangeren zum Zeitpunkt 1 sind Teil des
Schwangerenkollektives (SK). Von den Patienten unter oraler Antikoagulation sind acht
Patienten mit akutem thrombembolischen Ereignis und einer mit einer positiven Famili-
enanamnese Bestandteil des Thrombosekollektives (T). Die Werte der zweiten Blutent-

nahme werden nicht in das Gesamtkollektiv aufgenommen.
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Schwangerenkollektiv ("Zeitpunkt 17 — "Zeitpunkt 2”) 9

Patienten unter oraler Antikoagulation ("TPZ-Wert hoch” — "TPZ-Wert niedrig”) 25

Tabelle 3.5. Verbundene Stichproben.

3.3.2. Geschlechtsverteilung der Untergruppen

Vor der statistischen Analyse der gemessenen Parameter haben wir untersucht, ob sich
die Geschlechtsverteilung der einzelnen Untergruppen signifikant unterscheidet. Zwi-
schen den Untergruppen der Kollektive und der Geschlechtsverteilung besteht im
y?>-Unabhangigkeitstest nach Pearson und im exakten Test nach Fischer kein signifikan-
ter Zusammenhang. Die zweiseitige Signifikanz von Geschlecht x Gesamtkollektiv-
Untergruppen ist p = 0,20. Die beobachtete Verteilung unterscheidet sich also nicht sig-
nifikant von der erwarteten. Aus diesem Grunde haben wir uns entschlossen, die fol-
genden Analysen ohne Geschlechtsdifferenzierungen durchzufihren. In die Analyse mit
dem yx2-Unabhangigkeitstest haben wir das Schwangerenkollektiv nicht mit einge-

schlossen, da diese Gruppe definitionsgemal’ aus einem Geschlecht besteht.

3.3.3. Vergleich des Normalkollektives mit dem Schwangerenkollektiv

Zur Untersuchung des Schwangerenkollektives im Vergleich zum Normalkollektiv auf
signifikante Unterschiede verwenden wir den zweiseitigen Mann-Whitney U-Test. Fur
die globalen Fibrinolyseparameter zeigt sich, dass das Schwangerenkollektiv eine hoch
signifikant (p < 0,001) niedrigere basale FC <150 und einen nicht signifikanten
(p = 0,08), aber deutlich héheren Median in der aktivierten FC <150 im Vergleich zum
Normalkollektiv hat. Beide Kollektive haben in der aktivierten FC <150 eine grol3e
Streubreite. Ebenso eine hoch signifikant (p = 0,007) kleinere Lyseflache in der Fibrin-
platte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF).

Bei den Gerinnungsparametern hat das Schwangerenkollektiv einen hoch signifikant
(p < 0,001) hoheren TPZ-Wert und einen hoch signifikant (p = 0,002) niedrigeren aPTT-
Wert. Die Mediane der aPTT der beiden Kollektive liegen aber dicht beieinander. Das
Schwangerenkollektiv hat ein hoch signifikant (p < 0,001) héheres Fibrinogen und hoéhe-
ren Faktor XllI, sowie ein hoch signifikant (p < 0,001) niedrigeres Antithrombin Ill. Der In-
terquartilbereich ist beim Schwangerenkollektiv fur das Antithrombin Il groBer, fur das
Fibrinogen deutlich grofer als beim Normalkollektiv. Das Fibrinogen liegt beim

Schwangerenkollektiv im Median oberhalb des Referenzbereiches von 180 bis
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350 mg/dl. TPZ, aPTT, Faktor Xll und Antithrombin Il liegen innerhalb des Referenz-
bereiches.

Bei den einzelnen, die fibrinolytische Aktivitat anzeigenden Parametern, hat das
Schwangerenkollektiv einen hoch signifikant (p < 0,001) niedrigeren ProC Globalwert.
Der ProC Globalwert liegt beim Schwangerenkollektiv im Median unterhalb des Refe-
renzbereiches von 0,74 bis 1,12 sec/sec. Das Schwangerenkollektiv hat ein hoch signi-
fikant héheres ax-Antiplasmin (p < 0,001) und Plasminogen (p = 0,01). Der a,-Anti-
plasminwert liegt beim Schwangerenkollektiv knapp oberhalb des Referenzbereiches
von 80 bis 128%. Das Schwangerenkollektiv hat einen deutlich groReren Interquartil-
bereich beim D-Dimer als das Normalkollektiv. Das Schwangerenkollektiv hat ein hoch
signifikant (p < 0,001) hoheres D-Dimer und PAI als das Normalkollektiv. Die Werte fur
D-Dimer liegen deutlich Gber dem oberen Referenzbereich von <250 bis 280 ng/ml. Der
PAI-Wert liegt beim Schwangerenkollektiv deutlich oberhalb des Referenzbereiches von
0,3 bis 3,5 U/ml.

Normalkollektiv, N=162 | Schwangere, N=17

Parameter Median aC'lausa:;trl‘lé Median iﬁ::& Signifikanz
b FC <150 (%) 63,6 55,7 10,2 19,0 p <0,001
a FC <150 (%) 91,8 72,9 135,7 65,4 p =0,08
TPZ (%) 102 19 136 17 p <0,001
aPTT (sec) 33,5 4.1 31,8 4.1 p = 0,002
Fbg (mg/dl) 249 56 555 177 p <0,001
AT Il (%) 113 13 92 29 p <0,001
F XIl (%) 98 26 133 27 p <0,001
PCG (sec/sec) 0,90 0,19 0,61 0,10 p <0,001
o2-AP (%) 108,3 13,6 130,4 41,7 p <0,001
Plg (%) 98,1 23,8 120,6 32,3 p =0,01
D-Dimer (ng/ml) 58,4 55,0 443,6 340,2 p <0,001
PAI (U/ml) 1,15 1,00 9,26 4,16 p <0,001
FP-NEF (mm?) 3106 2209 1225 3722 p = 0,007
FP-DEF (mm?) 6984 2282 6651 3830 p=0,17

Tabelle 3.6. Vergleich von Normalkollektiv und Schwangerenkollektiv mit Median,
Quartilabstand und Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahr-

scheinlichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test.
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3.3.4.

punkten (”Zeitpunkt 1” und ”"Zeitpunkt 2”)

Vergleich des Schwangerenkollektives an zwei verschiedenen Zeit-

(N=9) Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2

Parameter Median :Ilous?:r:l& Median iﬁ::& Signifikanz
b FC <150 (%) 11,8 27,9 22,74 13,3 p=0,04
a FC <150 (%) 150,0 76,7 95,27 64,8 p=0,22
TPZ (%) 136 25 131 21 p=0,53
aPTT (sec) 30,4 4,3 32,6 4,9 p=043
Fbg (mg/dl) 534 188 511 193 p=0,38
AT Il (%) 102 20 96 30 p=0,34
F X1l (%) 133 54 119 31 p = 0,04
PCG (sec/sec) 0,58 0,06 0,65 0,13 p =0,008
02-AP (%) 130,4 53,4 107,4 23,6 p =0,05
Plg (%) 122,9 30,4 121,4 20,0 p=0,91
D-Dimer (ng/ml) 368,3 386,8 346,1 428,1 p = 0,66
PAI (U/ml) 12,05 4,28 9,10 2,56 p=0,04
FP-NEF (mm?) 0 1822 0 144 p=0,13
FP-DEF (mm?) 4386 5133 2529 3787 p=0,17

Tabelle 3.7.

Schwangerenkollektiv "Zeitpunkt 1”7 und "Zeitpunkt 2” mit Median,
Quartilabstand und Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahr-
scheinlichkeit p) im zweiseitigen Wilcoxen-Test fur Paardifferenzen.
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Wir untersuchen beim Schwangerenkollektiv die aufeinanderfolgenden Blutentnahmen
("Zeitpunkt 1” (kurz vor/bei der Geburt) und "Zeitpunkt 2” (ein bis drei Tage post partal))
im Sinne verbundener Stichproben mit dem zweiseitigen Wilcoxen-Test fur Paardiffe-
renzen (Monte-Carlo-Verfahren). Dabei hat der "Zeitpunkt 2” im Vergleich zum “Zeit-
punkt 1” der Blutentnahmen einen signifikant héheren Wert fur basale FC <150
(p = 0,04) und ProC Global (p = 0,008). Fir Faktor XII (p = 0,04) und PAI (p = 0,04) liegt
zum "Zeitpunkt 2” ein signifikant niedrigerer Wert vor als zum "Zeitpunkt 1”. Die anderen
Werte unterscheiden sich nicht signifikant. Die Werte aus den zweiten Blutentnahmen

werden nicht mit in das Gesamtkollektiv aufgenommen.

3.3.5. Vergleich des Kollektives der Patienten unter oraler Antikoagulation an

zwei verschiedenen Zeitpunkten (TPZ-Wert "hoch” und ’niedrig”)

Wir untersuchen beim Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation die aufeinan-
derfolgenden Blutentnahmen ("TPZ-Wert hoch” und "TPZ-Wert niedrig”) im Sinne ver-
bundener Stichproben mit dem zweiseitigen Wilcoxen-Test flur Paardifferenzen (Monte-

Carlo-Verfahren), um den Einfluss der oralen Antikoagulation auf die FC festzustellen.
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Abbildung 3.18. FC beim Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation "TPZ-
Wert hoch” und "TPZ-Wert niedrig” mit Median (Balken), Interquartil-
bereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Wilcoxen-Test fur Paardifferenzen ist fur
basale FC <150 signifikant (p = 0,02) und fur aktivierte FC <150 nicht
signifikant (p = 0,34).
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Dabei hat der Zeitpunkt "TPZ-Wert niedrig” im Vergleich zum Zeitpunkt "TPZ-Wert
hoch” einen hoch signifikant niedrigeren Wert fir TPZ und ProC Global. Fur die basale
FC <150 liegt zum Zeitpunkt "TPZ-Wert niedrig” ein signifikant niedrigerer Wert vor als
zum Zeitpunkt "TPZ-Wert hoch”.

Die Differenzierung der Patienten unter oraler Antikoagulation in Untergruppen
(ohne/mit akute Thrombose, Herzrhythmusstérung, Bypass-OP bei AVK und anderes)
bringt in der statistischen Analyse keine weiteren signifikanten Ergebnisse, aul3er fur die
aPTT und die Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) bei der Untergrup-
pe ohne akute Thrombose (siehe Kapitel 2.2.1.3.). Hier liegen zum Zeitpunkt "TPZ-Wert
niedrig” signifikant héhere Werte vor als zum Zeitpunkt "TPZ-Wert hoch”.

Fir die basale FC <150 ergibt sich in der Untergruppe der oral antikoagulierten Patien-
ten "ohne akutes thrombembolisches Ereignis” (N = 17) ein signifikant (p = 0,02) unter-

schiedlicher Wert im Vergleich von "TPZ-Wert niedrig” zu "TPZ-Wert hoch”

(N = 25) TPZ-Wert hoch TPZ-Wert niedrig
Parameter Median gous::rl‘la Median iusat;t;la Signifikanz
b FC <150 (%) 53,0 22,0 46,9 251 |p=0,02
a FC <150 (%) 77,7 19,0 76,2 206 |p=0,34
TPZ (%) 92 17 34 32 p <0,001
aPTT (sec) 40,0 20,7 45,9 154 |p=0,17
Fbg (mg/dl) 420 195 408 156 |p=0,70
AT Il (%) 76 24 82 33 p=0,88
F Xl (%) 76 25 75 28 p = 0,46
PCG (sec/sec) 0,72 0,20 0,46 0,13 |p<0,001
o2-AP (%) 94,7 22,8 96,9 22,3 |p=1,00
Plg (%) 116,1 12,7 114,8 125 |p=0,44
D-Dimer (ng/ml) 355,3 389,7 2246 418,1 |p=0,56
PAI-1 (U/ml) 1,85 1,68 1,80 259 |p=0,50
FP-NEF (mm?) 728 952 848 1649 |p=0,70
FP-DEF (mm?) 3252 3065 2780 3214 |p=0,08

Tabelle 3.8. Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation "TPZ-Wert hoch”
und "TPZ-Wert niedrig” mit Median, Quartilabstand und Test auf
signifikante Unterschiede (Irrtumswahrscheinlichkeit p) im zweiseiti-

gen Wilcoxen-Test fur Paardifferenzen.
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(563,0% vs. 40,5%). In der Untergruppe "mit akutem thrombembolischen Ereignis”
(N = 8) ist dieser Unterschied (59,6% vs. 58,3%) nicht signifikant (p = 0,12).

Fir die aktivierte FC <150 ergibt sich in der Untergruppe der oral antikoagulierten Pati-
enten "ohne akutes thrombembolisches Ereignis” (N = 17) kein signifikant (p = 0,41) un-
terschiedlicher Wert im Vergleich von "TPZ-Wert niedrig” zu "TPZ-Wert hoch”
(77,7% vs. 72,6%). In der Untergruppe "mit akutem thrombembolischen Ereignis”
(N = 8) ist dieser Unterschied (77,7% vs. 79,5%) ebenfalls nicht signifikant (p = 0,67).
Der signifikante Unterschied bei der basalen FC <150 unter oraler Antikoagulation tritt
also vor allem bei Patienten ohne akute Thrombose auf, obwohl eine sichere Aussage
bei den kleinen Fallzahlen nicht mdglich ist. Orale Antikoagulation scheint also einen
Einfluss auf das fibrinolytische System zu haben, aber nicht in gleicher Weise wie ein zu

einer Thrombose fuhrender Fibrinolysedefekt.
3.3.6. Vergleich des Normalkollektives mit den Thrombosekollektiven

3.3.6.1. basale FC <150

Untergruppe N | Median i‘ft:;'& Signifikanz
Normalkollektiv NK 162 63,6 55,7
Thrombosekollektiv (Gesamt) T 75 53,0 42,7 |p <0,001
akute Thromb. mit Thromb.-neigung | T+ 13 63,1 21,5 [p=0,40
akute Thromb. ohne Thromb.-neigung | T— 49 49,2 54,1 |p <0,001
nur alte Thrombose / pos. FA Tp 13 54,9 28,2 |p=0,03
Tabelle 3.9. basale FC-Verteilung der Kollektive mit Median, Quartilabstand und

Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrscheinlichkeit p) im
zweiseitigen Mann-Whitney U-Test.

Wir haben zur Untersuchung eines signifikanten Unterschiedes der basalen FC zwi-
schen dem Normalkollektiv und den einzelnen Thrombosekollektiven, diese untereinan-
der verglichen. Zur statistischen Auswertung verwenden wir den zweiseitigen Mann-
Whitney U-Test. Dabei zeigen die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Ge-
samt)”) und T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) im Vergleich zum Nor-
malkollektiv eine hoch signifikant (p < 0,001) niedrigere basale FC <150 . Das Throm-
bosekollektiv Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”) hat eine signifikant
(p < 0,03) niedrigere basale FC <150 , das Thrombosekollektiv T+ ("akute Thrombose

mit Thromboseneigung”) unterscheidet sich nicht signifikant (p = 0,40) vom Normalkol-
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lektiv. Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich

nicht signifikant voneinander in ihrer basalen FC <150 (Kruskal-Wallis H-Test).

3.3.6.2. aktivierte FC <150

Wir haben im Vergleich zwischen dem Normalkollektiv und den einzelnen Thrombose-
kollektiven die aktivierte FC <150 auf signifikante Unterschiede untersucht. Dies fuhren
wir mit Hilfe des zweiseitigen Mann-Whitney U-Testes durch. Dabei fallt ein grolRer
Interquartilbereich des Normalkollektives auf. Die Thrombosekollektive T ("Thrombose-
kollektiv (Gesamt)”) und T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) haben im
Vergleich zum Normalkollektiv eine hoch signifikant (p < 0,001) niedrigere aktivierte
FC <150 . Die Thrombosekollektive T+ ("akute Thrombose mit Thromboseneigung”) und
Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”) unterscheiden sich nicht signifi-
kant (p = 0,07 und p = 0,12) vom Normalkollektiv. Die einzelnen Thrombosekollektiv-
Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihrer akti-
vierten FC <150 (Kruskal-Wallis H-Test).

Untergruppe N Median ;:biat:riilt-i Signifikanz
Normalkollektiv NK 162 91,8 72,9
Thrombosekollektiv (Gesamt) T 75 76,3 34,2 |p<0,001
akute Thromb. mit Thromb.-neigung | T+ 13 83,8 247 |p=0,07
akute Thromb. ohne Thromb.-neigung | T— 49 72,3 35,2 |p<0,001
nur alte Thrombose / pos. FA Tp 13 88,9 34,3 [p=0,12

Tabelle 3.10. aktivierte FC-Verteilung der Kollektive mit Median, Quartilabstand
und Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrscheinlichkeit p)
im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test.

3.3.6.3. endogene FC

Die Bestimmung der endogenen FC (ohne Zugabe der Plasminogenaktivatorlésung)
erbringt FC-Werte <4%. Der Groldteil der Werte liegt, wenn Uberhaupt ein Wert

bestimmt werden kann, bei einer FC <2%. Vier Personen haben einen hoheren Wert.

3.3.6.4. TPZund aPTT

Beim Vergleich der TPZ- und aPTT-Werte auf signifikante Unterschiede (zweiseitiger

Mann-Whitney U-Test) zwischen Normalkollektiv und den einzelnen Thrombosekollekti-
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ven zeigen die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”) und T— ("akute
Thrombose ohne Thromboseneigung”) eine hoch signifikant (p < 0,001) niedrigere TPZ
(99%; 96%) bzw. hohere aPTT (37,5 sec; 39,5 sec) im Vergleich zum Normalkollektiv
(102%; 33,5 sec). Die Interquartilbereiche sind bei den Thrombosekollektiven deutlich
grolder als beim Normalkollektiv. Beim Normalkollektiv liegen die aPTT-Werte (33,5 sec)
im Median unterhalb des angegebenen Referenzbereiches von 35 bis 55 sec, die TPZ-
Werte liegen innerhalb des Referenzbereiches. Die einzelnen Thrombosekollektiv-
Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihrer TPZ
und aPTT (Kruskal-Wallis H-Test).

3.3.6.5. Fibrinogen

Alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”’, 442 mg/dl; T+: “akute
Thrombose mit Thromboseneigung”, 494 mg/dl; T—: "akute Thrombose ohne Thrombo-
seneigung”, 417 mg/dl; Tp: “nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”,
417 mg/dl) haben im Vergleich zum Normalkollektiv (249 mg/dl) ein hoch signifikant
(p < 0,001) héheres Fibrinogen im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test. Die Interquartil-
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Abbildung 3.19.  Fibrinogenverteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquartil-
bereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant
(p <0,001).
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bereiche sind bei allen Thrombosekollektiven deutlich grofder (138 — 182 mg/dl) als
beim Normalkollektiv (56 mg/dl). Das Fibrinogen liegt bei den Thrombosekollektiven im
Median oberhalb des Referenzbereiches von 180 — 350 mg/dl. Die einzelnen Thrombo-
sekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander

in ihrem Fibrinogen (Kruskal-Wallis H-Test).

3.3.6.6. Antithrombin Il

Wir untersuchen das Normalkollektiv im Vergleich zu den Thrombosekollektiven auf
signifikante Unterschiede der Antithrombin IlI-Werte. Daflr verwenden wir den zweisei-
tigen Mann-Whitney U-Test. Dabei zeigt sich, dass alle Thrombosekollektive im Ver-
gleich zum Normalkollektiv (113%) ein hoch signifikant, bzw. signifikant niedrigeres An-
tithrombin 1ll haben, fur die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”,
89%), T+ ("akute Thrombose mit Thromboseneigung”, 94%) und T— ("akute Thrombose
ohne Thromboseneigung”, 86%) mit p < 0,001, fur Tp ("nur alte Thrombose/positive
Familienanamnese”, 102%) mit p = 0,03. Die Interquartilbereiche sind bei allen Throm-

bosekollektiven (28 — 34%) grof3er als beim Normalkollektiv (13%). Die Kollektive liegen
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Abbildung 3.20.  Antithrombin llI-Verteilung der Kollektive mit Median (Balken), Inter-
quartilbereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Aus-
reilder (Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahr-
scheinlichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle
Thrombosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv (hoch) signifi-
kant (fur T, T+ und T— mit p < 0,001, fur Tp mit p = 0,03).
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dabei alle im Referenzbereich von 80-120%. Die einzelnen Thrombosekollektiv-
Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihrem
Antithrombin Il (Kruskal-Wallis H-Test).

3.3.6.7. Faktor XIlI

Die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”), T+ ("akute Thrombose mit
Thromboseneigung”) und T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) haben im
Vergleich zum Normalkollektiv (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) einen hoch signifi-
kant, bzw. signifikant niedrigeren Faktor Xll. Das Thrombosekollektiv Tp ("nur alte
Thrombose/positive Familienanamnese”) unterscheidet sich nicht signifikant vom Nor-
malkollektiv (p = 0,05). Alle Kollektive liegen im Referenzbereich, die Thrombosekollek-
tive T und T- liegen im Median knapp oberhalb des unteren Referenzbereiches von
70%. Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich

nicht signifikant voneinander in ihrem Faktor XII (Kruskal-Wallis H-Test).

Untergruppe N Median aQbusi;trillt; Signifikanz
Normalkollektiv NK 162 98 26
Thrombosekollektiv (Gesamt) T 75 76 30 |p <0,001
akute Thromb. mit Thromb.-neigung | T+ 13 84 26 (p=0,03
akute Thromb. ohne Thromb.-neigung | T— 49 74 36 |p<0,001
nur alte Thrombose / pos. FA Tp 13 80 45 |p =0,05
Tabelle 3.11. Faktor XlI-Verteilung der Kollektive mit Median, Quartilabstand und

Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrscheinlichkeit p) im
zweiseitigen Mann-Whitney U-Test.

3.3.6.8. ProC Global

Alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”, 0,72 sec/sec; T+: "akute
Thrombose mit Thromboseneigung”, 0,72 sec/sec; T—: "akute Thrombose ohne Throm-
boseneigung”, 0,72 sec/sec; Tp: "nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”,
0,76 sec/sec) haben im Vergleich zum Normalkollektiv (0,90 sec/sec) (zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test) einen hoch signifikant niedrigeren ProC Globalwert (p < 0,001).
Der ProC Globalwert liegt bei den Thrombosekollektiven (auf’er dem Thrombosekollek-

tiv Tp) im Median unterhalb des Referenzbereiches von 0,74 bis 1,12 sec/sec. Die ein-
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zelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifi-

kant voneinander in ihren ProC Globalwerten (Kruskal-Wallis H-Test).
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Abbildung 3.21. ProC Globalverteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquar-
tilbereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreilder
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant
(p <0,001).

3.3.6.9. oaz-Antiplasmin

Beim Vergleich der Thrombosekollektive mit dem Normalkollektiv (zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test) haben die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”) und
T- ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) ein hoch signifikant (p < 0,001) nied-
rigeres ay-Antiplasmin als das Normalkollektiv. Die Mediane liegen aber dicht zusam-
men. Die Thrombosekollektive T+ ("akute Thrombose mit Thromboseneigung”) und Tp
("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”) unterscheiden sich nicht vom Nor-
malkollektiv (p = 0,78 und p = 0,95). Alle Kollektive liegen im Referenzbereich.

Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich im
Kruskal-Wallis H-Test signifikant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,006 in
ihren oz-Antiplasminwerten. Zur Untersuchung, ob sich die drei einzelnen Thrombose-

kollektiv-Untergruppen im Paarvergleich signifikant voneinander unterscheiden, ver-
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wenden wir den Mann-Whitney U-Test, das Signifikanzniveau wird nach einer Anpas-
sung nach Bonferroni bei a = 0,0167 festgelegt. Im Einzelvergleich (Paarvergleich) der
drei Thrombosekollektiv-Untergruppen hat das Thrombosekollektiv T+ ein signifikant
hoheres ay-Antiplasmin als T—. Der Unterschied zwischen T— und Tp ist nach Anpas-

sung des Signifikanzniveaus nach Bonferroni nicht signifikant.

Untergruppe N | Median i“s‘:::& Signifikanz
Normalkollektiv NK 162 108,3 13,6
Thrombosekollektiv (Gesamt) T 75 98,5 25,9 |p<0,001
akute Thromb. mit Thromb.-neigung | T+ 13 107,0 19,2 |p=0,78
akute Thromb. ohne Thromb.-neigung | T— 49 91,6 30,5 |p <0,001
nur alte Thrombose / pos. FA Tp 13 110,7 24,0 |p=0,95
Tabelle 3.12. az-Antiplasminverteilung der Kollektive mit Median, Quartilabstand

und Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrscheinlichkeit p)
im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test.

Mann-Whitney U-Test | Zweiseitige Signifikanz
T+ gegen T— p = 0,007
T+ gegen Tp p=0,97
T—gegen Tp p=0,03
Tabelle 3.13. Paarvergleiche der einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen

(T+, T—, Tp) fur ax-Antiplasmin mit dem Mann-Whitney U-Test.

3.3.6.10. Plasminogen

Beim Vergleich der Thrombosekollektive mit dem Normalkollektiv (zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test) haben alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”,
117,4%; T+: "akute Thrombose mit Thromboseneigung”, 120,5%; T—: "akute Thrombo-
se ohne Thromboseneigung”, 114,8%; Tp: "nur alte Thrombose/positive Familienanam-
nese”, 122,2%) ein hoch signifikant hoheres Plasminogen (p < 0,001) als das Normal-
kollektiv (98,1%). Alle Kollektive liegen im Referenzbereich.

Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich signifi-
kant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,009 in ihren Plasminogenwerten
(Kruskal-Wallis H-Test). Zur Untersuchung, ob sich die drei einzelnen Thrombosekollek-

tiv-Untergruppen im Paarvergleich signifikant voneinander unterscheiden, verwenden
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wir den Mann-Whitney U-Test. Das Signifikanzniveau wird nach der Anpassung nach
Bonferroni bei o = 0,0167 festgelegt. Im Paarvergleich hat das Thrombosekollektiv T—
ein signifikant niedrigeres Plasminogen als Tp (p = 0,007). Bei den beiden anderen

Paarvergleichen finden sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.22.  Plasminogenverteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquar-
tilbereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreilder
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant

(p <0,001).
Mann-Whitney U-Test | Zweiseitige Signifikanz
T+ gegen T— p=0,10
T+ gegen Tp p =0,20
T—gegen Tp p = 0,007
Tabelle 3.14. Paarvergleiche der einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen

(T+, T—, Tp) fur Plasminogen mit dem Mann-Whitney U-Test.

3.3.6.11. D-Dimer

Alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”, 565,2 ng/ml; T+: "akute
Thrombose mit Thromboseneigung”, 500,8 ng/ml; T—: "akute Thrombose ohne Throm-

boseneigung”, 630,5 ng/ml; Tp: "nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”,
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179,1 ng/ml) haben einen deutlich groReren Interquartilbereich als das Normalkollektiv
(58,4 ng/ml) und bis auf das Thrombosekollektiv Tp (p = 0,24) ein hoch signifikant
(p < 0,001) hoheres D-Dimer im Vergleich zum Normalkollektiv (zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test). Die Werte fur D-Dimer liegen zudem deutlich Gber dem oberen Refe-

renzbereich von <250 bis 280 ng/ml.
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Abbildung 3.23. D-Dimerverteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquartil-
bereich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fir die Throm-
bosekollektive T, T+ und T— im Vergleich zum Normalkollektiv hoch
signifikant (p < 0,001). Die Kollektive Tp und NK unterscheiden sich
nicht signifikant (p = 0,24).

Mann-Whitney U-Test | Zweiseitige Signifikanz
T+ gegen T— p=0,14
T+ gegen Tp p =0,22
T-gegen Tp p =0,003
Tabelle 3.15. Paarvergleiche der einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen

(T+, T—, Tp) fur D-Dimer mit dem Mann-Whitney U-Test.

Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich signifi-
kant mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,007 in ihren D-Dimerwerten (Kruskal-

Wallis H-Test). Zur Untersuchung, ob sich die drei einzelnen Thrombosekollektiv-
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Untergruppen im Paarvergleich signifikant voneinander unterscheiden, verwenden wir
den Mann-Whitney U-Test. Das Signifikanzniveau wird nach der Anpassung nach Bon-
ferroni bei o = 0,0167 festgelegt. Im Paarvergleich hat das Thrombosekollektiv T— ein
signifikant (p = 0,003) héheres D-Dimer als Tp. Bei den beiden anderen Paarverglei-

chen finden sich keine signifikanten Unterschiede.

3.3.6.12. PAI-1

Im Vergleich mit dem Normalkollektiv (1,15 U/ml) haben alle Thrombosekollektive
(T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”, 2,70 U/ml; T+: "akute Thrombose mit Thrombose-
neigung”, 2,42 U/ml; T—: "akute Thrombose ohne Thromboseneigung”, 2,60 U/ml;
Tp: "nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”, 3,18 U/ml) einen hoch signifikant
(p < 0,001) hoéheren PAI-1 im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test. Die Kollektive liegen
dabei alle im Referenzbereich. Die einzelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen
(T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihren PAI-1-Werten
(Kruskal-Wallis H-Test).
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Abbildung 3.24. PAIl-1-Verteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquartilbe-
reich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant
(p <0,001).
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3.3.6.13. Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF)

Alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”, 441 mm?; T+: “akute
Thrombose mit Thromboseneigung”, 610 mm?; T—: "akute Thrombose ohne Thrombo-
seneigung”, 441 mm?; Tp: "nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”, 252 mm?)
haben eine hoch signifikant (p < 0,001) kleinere Lyseflache als das Normalkollektiv
(3106 mm?) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test. Die Lyseflachen liegen im Median
innerhalb des von uns ermittelten Referenzbereiches von 109 bis 7764 mm?2. Die ein-
zelnen Thrombosekollektiv-Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifi-

kant voneinander in ihren Lyseflachen (Kruskal-Wallis H-Test).
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Abbildung 3.25. FP-NEF-Verteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquartilbe-
reich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant
(p <0,001).

3.3.6.14. Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF)

Alle Thrombosekollektive (T: "Thrombosekollektiv (Gesamt)”’, 2396 mm?; T+: "akute
Thrombose mit Thromboseneigung”, 2607 mm?, T—: "akute Thrombose ohne Thrombo-
seneigung”, 2379 mm? Tp: ’nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”,

2396 mm?) haben eine hoch signifikant (p < 0,001) kleinere Lyseflache als das Normal-
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kollektiv (6984 mm?) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test. Die Lyseflachen der
Thrombosekollektive liegen im Median deutlich unterhalb des von uns ermittelten Refe-
renzbereiches von 3636 bis 10368 mm?2 Die einzelnen Thrombosekollektiv-
Untergruppen (T+, T— ,Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihren
Lyseflachen (Kruskal-Wallis H-Test).
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Abbildung 3.26. FP-DEF-Verteilung der Kollektive mit Median (Balken), Interquartilbe-
reich (Kasten), Spannweite (Linie mit Querbalken) und Ausreil3er
(Punkte). Der Test auf signifikante Unterschiede (Irrtumswahrschein-
lichkeit p) im zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ist fur alle Throm-
bosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant
(p <0,001).

3.3.6.15. Untersuchung des Protein C- und S-Systems bei auffalligem
ProC Globalwert

Bei auffalligem ProC Globalwert werden bei einer ausgewahlten Gruppe von Probanden
zusatzliche Parameter untersucht. Diese Parameter differenzieren einen auffalligen Be-
fund im Protein C- und S-System, wie er beim ProC Global gefunden werden kann, ge-
nauer in Protein C- oder S-Mangel und aPC-Resistenz. Eine statistische Analyse der
Thrombosekollektive im Vergleich zum Normalkollektiv ist nur fur die Parameter Protein
C oder S mdglich, da uns bei den anderen Parametern ein Vergleichskollektiv fehlt.

Diese Parameter (Akzelerin-Inaktivierung, aPCR und Faktor V-Leiden) werden nur un-
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tereinander und mit dem Thrombosekollektiv T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”) vergli-
chen.

Das Thrombosekollektiv T hat ein signifikant niedrigeres Protein C und ein hoch signifi-
kant niedrigeres Protein S, das Thrombosekollektiv T— ("akute Thrombose ohne Throm-
boseneigung”) hat ein hoch signifikant niedrigeres Protein S, das Thrombosekollektiv Tp
("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”) hat ein hoch signifikant niedrigeres
Protein C und S als das Normalkollektiv. Es besteht kein signifikanter Unterschied in der
Akzelerin-Inaktivierung, der aPC-Resistenz und des Faktor V-Leiden Genotypes der
einzelnen Thrombosekollektive im Vergleich zum Thrombosekollektiv T (Gesamt). Die
Werte der Kollektive fur Protein C und S, der Akzelerin-Inaktivierung und die aPC-
Resistenz liegen dabei alle im Referenzbereich. Die einzelnen Thrombosekollektiv-
Untergruppen (T+, T—, Tp) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander in ihren
Werten fir Protein C und S, der Akzelerin-Inaktivierung sowie der aPC-Resistenz
(Kruskal-Wallis H-Test).

3.3.7. Korrelationen
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bFC=-4,82+0,76 *a FC; r=0,646; R*=0,417; p<0,001
Abbildung 3.27.  Streudiagramm der basalen FC gegen die aktivierte FC mit Regres-
sionsgerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der

basalen FC bezuglich aktivierter FC, Korrelationskoeffizient r und
Bestimmtheitsmall R? mit Signifikanz p.
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Pearson’scher Korrelationskoeffizient r, Gesamtkollektiv, N = 254

signifikante Korrelationen (2-seitig) auf dem Niveau von a = 0,01 sind fett eingetragen.
signifikante Korrelationen (2-seitig) auf dem Niveau von a = 0,05 sind unterstrichen eingetragen.

FP

i | 3T | TPZ |aPTT| Fbg |ATII | FXIl | PCG |a-AP| Plg D-Dim| PAl | NgF | DEF
b FC <150 0,03] -0,06 | -015| 0,19 0,20 008 020 038 -0,28 -047 | 044 0,33
a FC <150 0,65 032| 0,19 004 016 055  -004| 058 052 -0,26 000 040| 0,44
TPZ 003 0,32 h 033| 007 012 041 011 039 0418 -016| 020 024 0,33
aPTT 006 -0,19 | -0,33 0,39 | -0,37 | 0,11 0,22 001| 049 006 -0,18  -0,30
Fbg 015, 004 007 0,23 002] 046 | 014 047| 056 053 -0,30 | -0,47
AT I 019| 016| 012 -0,39  -0,42 0,25 -010 | -0,58 -0,33 0,26 0,35
F XIl 020 055 041 -0,37 | -002 0,25 0,55 0,27| -030| 021 032 043
PCG 008| -004| 011 -011| -0,46 0,29 -0,09 0,28 | 0,36 | 0,39 | 0,16| 0,25
02-AP 020 058 039 -022| 014 025 055 -0,11 019 021 0,32
Plg 038 052 018| 001| 047 -010| 027 -028 0,38 0,01 | -0.14
D-Dimer 028 0,26 -016| 049 056 -0,58 -0,30 -0,36 -0,23 0,11 0,40 | -0,55
PAI 047| 000| 020 006 053 -033 021 -039 019 026 0,37 0,32 | -0,28
FP-NEF 044 040 024 -018 | -030 026 032 016 021 001 -0,40 -0,32 0,72
FP-DEF 033 044 033 -0,30 -047 035 043 025 032 -014 -0,55| -0,28 0,72

schwache (>0,25) und starke (>0,70) Korrelationen sind zusétzlich in der unteren Halfte der Tabelle | hellgrau |, bzw. |dunkelgrau | gekenn-

zeichnet.
Tabelle 3.16.

Korrelation von der FC mit den Begleitparametern im Gesamtkollektiv.
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Nach der Auswertung der einzelnen Parameter auf signifikante Unterschiede, untersu-
chen wir ihren linearen Zusammenhang in der Summe (Gesamtkollektiv: d.i. Normalkol-
lektiv NK, Schwangerenkollektiv SK, Thrombosekollektiv (Gesamt) T), um Einzelabhan-
gigkeiten der Parameter aufzudecken. Dabei verwenden wir den Pearson’schen Korre-
lationskoeffizienten r, obwohl wir bei den vorherigen statistischen Tests nicht von einer
Normalverteilung ausgegangen sind. Wir sind von der Annahme ausgegangen, dass ein
linearer Zusammenhang der FC zu den Begleitparametern besteht und deshalb eine Ii-
neare Regressionsanalyse gestattet ist. Bei der im weiteren Verlauf durchgefuhrten
Regressionsanalyse (Testung auf einen linearen Zusammenhang) beruht das Mal} fur
die Glte der Anpassung der Regressionsgeraden an den Beobachtungswert, also das
BestimmtheitsmaR R?, auf dem Pearson’schen Korrelationskoeffizienten r. Daher ver-
wenden wir das lineare Zusammenhangsmal r und nicht das monotone rs (Spear-
man’scher Korrelationskoeffizient). Die Korrelationsanalyse erfolgt sowohl fir die FC mit
den Begleitparametern, als auch fur ProC Global mit Protein C und S, Akzelerin-
Inaktivierung (AKI), aPC-Resistenz (aPCR) und Faktor V-Leiden

A aFC <150 (%)
FP-NEF (mn?)

v b FC <150 (%)

FP-NEF (mn?)
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
FP-NEF (mm?)
b FC = 48,68 + 8,50 * FP-NEF; r=0,440; R*=0,193; p<0,001
a FC = 81,62 + 6,67 * FP-NEF; r=0,404; R*>=0,163; p<0,001

Abbildung 3.28.  Streudiagramm der FC gegen die Fibrinplatte mit normaler Euglobu-
linfraktion (FP-NEF) mit Regressionsgerade und 95%-Konfidenz-
intervall. Regressionsgleichung der FC beziglich FP-NEF, Korrelati-
onskoeffizient r und Bestimmtheitsmaly R? mit Signifikanz p.
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3.3.7.1. Korrelation von der FC mit den Begleitparametern

Zuerst wird die FC auf Einzelabhangigkeiten von den Begleitparametern in der Summe
aller Kollektive (Gesamtkollektiv) untersucht. Das Ergebnis wird mit Hilfe einer Tabelle
der Korrelationskoeffizienten (Tabelle 3.16.), sowie mittels einer Auswahl von Streudia-
grammen der FC und ihrer Begleitparameter, die flr die Regressionsanalyse relevant
sind, dargestellt (Abbildung 3.27. bis Abbildung 3.35.). Es wird sowohl der Korrelations-
koeffizient r, als auch das Bestimmtheitsmall R? mit der entsprechenden Regressions-
gleichung und der zweiseitigen Signifikanz p fur den linearen Zusammenhang angege-
ben. Die Regressionsgerade wird mit dem 95%igen Konfidenzintervall als Linienpaar
um die Regressionsgerade in dem entsprechenden Streudiagramm dargestellt. Die
Streuung der Werte um die Regressionsgerade entspricht der Starke des linearen

Zusammenhanges, d.h. dem Korrelationskoeffizient r.

160

A aFC <150 (%)
FP-DEF (mn?)

v b FC <150 (%)
v - vv v M FP—DEF(mmZ)

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

FP-DEF (mm?)
b FC = 41,65 + 4,79° * FP-DEF; r=0,334;, R*=0,111; p<0,001
a FC = 66,86 + 5,38 * FP-DEF; r=0,439;, FR*=0,193; p<0,001
Abbildung 3.29.  Streudiagramm der FC gegen die Fibrinplatte mit aktivierter Euglobu-
linfraktion (FP-DEF) mit Regressionsgerade und 95%-Konfi-

denzintervall. Regressionsgleichung der FC bezuglich FP-DEF,
Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmal} R? mit Signifikanz p.
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3.3.711. Fibrinolytische Kapazitat und Fibrinplatte

Die basale und aktivierte FC korrelieren eng mit einer hohen Signifikanz (r = 0,65)
(Abbildung 3.27.). Dies ist durch den sehr ahnlichen Testaufbau verstandlich. Die bei-
den Varianten der Fibrinplatte korrelieren ebenfalls miteinander. Die Starke des Zu-
sammenhanges ist nur héher (r = 0,72). FC und Fibrinplatte hangen hoch signifikant
zusammen: die basale FC korreliert mit der Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion
(FP-NEF) (r = 0,44) etwas besser als mit der Fibrinplatte mit aktivierten Euglobulinfrak-
tion (FP-DEF) (r = 0,40), die aktivierte FC korreliert mit der Fibrinplatte mit aktivierten
Euglobulinfraktion (FP-DEF) (r = 0,44) deutlich besser als mit der Fibrinplatte mit nor-
maler Euglobulinfraktion (FP-NEF) (r = 0,33), aber etwa ebenso wie die basale FC mit
der Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) (Abbildung 3.28. und
Abbildung 3.29.). FC und Fibrinplatte sollen auf ahnliche Weise die fibrinolytischen Ei-

genschaften des Plasmas zu erfassen, so dass die Ubereinstimmung nicht verwundert.
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Plasminogen (%)
b FC =-12,30 + 0,76 * Plasminogen; r=0,384; R?*=0,148; p<0,001
a FC = 3,82 + 0,87 * Plasminogen; r=20,519; R?=0,269; p<0,001

Abbildung 3.30. Streudiagramm der FC gegen Plasminogen mit Regressionsgerade
und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC bezuglich
Plasminogen, Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmald R? mit
Signifikanz p.
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3.3.71.2. Plasminogen und a.-Antiplasmin

Plasminogen hat einen deutlich hoheren Einfluss auf die aktivierte FC (r = 0,52) als auf
die basale FC (r = 0,38) (Abbildung 3.30.); bei beiden Parametern ist der Einfluss signi-
fikant. Aufgrund der Testbedingungen bei der aktivierten FC mit maximaler Stimulation
der Fibrinolyse entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen. Anders verhalt sich die
Fibrinplatte zu Plasminogen (r = 0,01 fir FP-NEF und r = -0,14 fur FP-DEF). Die Fibrin-
platte scheint unabhangig von der jeweiligen Konzentration des Plasminogens zu sein.
Dies ist jedoch aufgrund des Aufbaus der Fibrinplatte zu verstehen, da sich Plasmino-
gen im Uberschuss in der Fibrinplatte befindet (siehe Kapitel 2.5.2.).

Zwischen basaler FC und ap-Antiplasmin besteht eine schwache positive Korrelation
(r = 0,20), zwischen aktivierter FC und ap-Antiplasmin besteht eine deutliche positive
Korrelation (r = 0,58) (Abbildung 3.31.), die primar nicht verstandlich ist. Moglicherweise
kommt sie durch die Korrelation von ax-Antiplasmin und Plasminogen (r = 0,38) zustan-

de. Je hoher der Plasminogenwert, desto hdher ist auch der aktivierte FC-Wert. Dieser
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40 A aFC<150 (%)
a-Antiplasmin (%)
20 v b FC <150 (%)
0 ap-Antiplasmin (%)
20 40 60 80 100 120 140 160 180
az2-Antiplasmin (%)
b FC = 24,06 + 0,42 * ap-Antiplasmin; r=0,199; R?*=0,039; p=0,001
aFC =-14,24 + 1,05 * ap-Antiplasmin; r=0,579; R*=0,336; p<0,001

Abbildung 3.31.  Streudiagramm der FC gegen a,-Antiplasmin mit Regressionsgerade
und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC bezuglich
az-Antiplasmin, Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmall R?
mit Signifikanz p.
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korreliert ebenso mit einem jeweils héheren oy-Antiplasmin. Ahnlich verhalt sich
az-Antiplasmin zur Fibrinplatte (r = 0,21 far FP-NEF und r = 0,32 fur FP-DEF).

3.3.7.1.3. D-Dimer, PAI-1 und Faktor XI|

D-Dimer als Thromboseparameter korreliert negativ mit der FC (r = -0,28 fur b FC und
r =-0,26 fur die a FC) (Abbildung 3.32.). Somit scheint die FC in der Lage zu sein, Hin-
weise fur das Vorliegen einer Thrombose zu geben. Noch starker verhalt sich die Fi-
brinplatte zu D-Dimer (r = -0,40 fur FP-NEF und r = -0,55 fur FP-DEF). Daher scheint
die Fibrinplatte besser als die FC, Hinweise fur eine Thrombose zu geben.

Erwartungsgemaf ist PAI-1 hoch signifikant negativ mit der basalen FC (r = -0,47) kor-
reliert. Auf die aktivierte FC hat PAI-1 Uberhaupt keinen Einfluss (Abbildung 3.33.). Auf
beide Fibrinplatten hat PAI-1 ahnlichen Einfluss (r = -0,32 fur FP-NEF und r = -0,28 flr
FP-DEF). Auch hier besteht eine negative Korrelation, die schwacher als die der basa-

len FC ist und fir beide Varianten der Fibrinplatte etwa gleich ist.
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b FC = 78,81 - 44,46 * D-Dimer; r=-0,279; R*=0,078;, p<0,001
a FC = 105,33 - 35,20 * D-Dimer; r=-0,259; R?=0,067; p<0,001

Abbildung 3.32.  Streudiagramm der FC gegen D-Dimer mit Regressionsgerade und
95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC bezlglich
D-Dimer, Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmall R? mit
Signifikanz p.
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Faktor XII hat einen mittelstarken, hoch signifikanten Einfluss auf die aktivierte FC
(r = 0,55) und keinen relevanten Einfluss auf die basale FC (r = 0,20) (Abbildung 3.34.).
Die theoretischen Uberlegungen der Testkonzeption bestatigen sich damit. Abge-
schwacht findet sich diese Konstellation auch bei der Fibrinplatte wieder (r = 0,32 fur
FP-NEF und r = 0,43 fir FP-DEF).

3.3.7.1.4. TPZ, aPTT, Fibrinogen, Antithrombin lll und ProC Global

TPZ, aPTT, Fibrinogen, Antithrombin 11l (Abbildung 3.35.) und ProC Global haben keine
relevanten Korrelationen zur FC, bis auf TPZ zur aktivierten FC (r = 0,32). Fur die
Fibrinplatte fallen folgende schwache Korrelationen auf: zur TPZ (r = 0,24 fur FP-NEF
und r = 0,33 fur FP-DEF), aPTT (r = -0,18 fur FP-NEF und r = -0,30 fir FP-DEF), zum
Fibrinogen (r = -0,30 fur FP-NEF und r = -0,47 fir FP-DEF) und Antithrombin I
(r=0,26 fir FP-NEF und r = 0,35 fur FP-DEF).
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b FC = 85,28 - 6,98 * PAI-1; r=-0472; R®=0223; p<0,001
a FC = 97,61 - 36,82 * PAI-1: r=0,003; R?=0,000; p=0,963

Abbildung 3.33. Streudiagramm der FC gegen PAI-1 mit Regressionsgerade und
95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC beziglich
PAI-1, Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmal® R? mit Signifi-
kanz p.
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3.3.7.2. Korrelation von ProC Global mit Protein C und S, Akzelerin-

Inaktivierung (AKI), aPC-Resistenz und Faktor V-Leiden

Des Weiteren untersuchen wir mit einer Korrelationsanalyse die Einzelabhangigkeiten
des ProC Global von Protein C und S, der Akzelerin-Inaktivierung (AKI) und aPC-
Resistenz (aPCR), sowie des Faktor V-Leiden Genotypes bei einer Auswahl von Per-
sonen des Gesamtkollektives anhand des linearen Zusammenhanges. Das Ergebnis
wird mit Hilfe einer Tabelle der Korrelationskoeffizienten (Tabelle 3.17.), sowie von
Streudiagrammen von ProC Global mit Protein C und S, der Akzelerin-Inaktivierung
(AKI) und aPC-Resistenz (aPCR), sowie des Faktor V-Leiden Genotypes dargestellt
(Abbildung 3.36. bis Abbildung 3.40.).

Wieder wird sowohl der Korrelationskoeffizient r, als auch das Bestimmtheitsmall R? mit
der entsprechenden Regressionsgleichung und der zweiseitigen Signifikanz p fur den
linearen Zusammenhang angegeben. Die Regressionsgerade wird auch hier mit dem

95%igen Konfidenzintervall als Linienpaar um die Regressionsgerade als Streudia-
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b FC =42,90 + 0,28 * Faktor XII; r=0,196; R2=0,038; p=0,002
a FC =35,40 + 0,66 * Faktor XII; r=0,547; R?=0,300; p < 0,001

Abbildung 3.34.  Streudiagramm der FC gegen Faktor XII mit Regressionsgerade und
95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC bezlglich
Faktor Xll, Korrelationskoeffizient r und Bestimmtheitsmal R? mit
Signifikanz p.
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gramm dargestellt. Die Streuung der Werte um die Regressionsgerade entspricht der
Starke des linearen Zusammenhanges, d.h. dem Korrelationskoeffizient r.

Eine Untersuchung mit Hilfe einer Regressionsanalyse im weiteren Verlauf erfolgt nicht,
weil sich die Anzahl der untersuchten Personen der einzelnen unabhangigen Variablen
unterscheidet, und dadurch eine Aussage nicht moglich ist.

ProC Global ist mit Protein C (Abbildung 3.36.), im Gegensatz zum Protein S
(Abbildung 3.37.), signifikant schwach korreliert (r = 0,28). Mit der Akzelerin-
Inaktivierung (AKI) ist ProC Global hoch signifikant positiv (r = 0,42) (Abbildung 3.38.)
und mit Faktor V-Leiden Genotyp negativ (r = -0,48) (Abbildung 3.40.) korreliert. Protein
C selbst korreliert mit Protein S hoch signifikant positiv (r = 0,56) und mit der aPC-
Resistenz negativ (r = -0,47). Faktor V-Leiden Genotyp korreliert hoch signifikant stark
mit der Akzelerin-Inaktivierung (AKI) (r = -0,79) und signifikant schwach mit der aPC-
Resistenz (r = -0,37).
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A aFC <150 (%)
Antithrombin 11 (%)
v b FC <150 (%)
. _ ) Antithrombin 11 (%)
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Antithrombin Il (%)
b FC = 27,60 + 0,40 * Antithrombin IlI; r=0,188; R?*=0,035, p=0,003
aFC =67,68 + 0,29 * Antithrombin lll; r=20,159; R?=10,025; p=0,011

Abbildung 3.35. Streudiagramm der FC gegen Antithrombin Il mit Regressions-
gerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung der FC
bezlglich Antithrombin Ill, Korrelationskoeffizient r und Bestimmt-
heitsmal} R? mit Signifikanz p.
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Die fehlende signifikante Korrelation von ProC Global und aPC-Resistenz
(Abbildung 3.39.) erklart sich durch die Zugabe von aktiviertem Protein C zum aPC-
Resistenz Test.

Die Akzelerin-Inaktivierung (AKI) und die aPC-Resistenz korrelieren nur mit Faktor V-
Leiden Genotyp, wahrend Protein C hoch signifikant nur mit Protein S und aPC-
Resistenz korreliert, so dass nur die Faktor V-Leiden Genotypisierung mit allen drei
anderen Tests des Protein C- und S-Systems gut korreliert. Dennoch ist der ProC Glo-

bal Test als kostengunstiger Screening-Test empfehlenswert.

Pearson’scher Korrelationskoeffizient r, Gesamtkollektiv

ProC |Protein C|Protein S| AKI aPC- |Faktor V-
Global Resistenz| Leiden
ProC Korrelations-
Global | koeffizient 028 | 018} 042 -014| -048
N 82 82 54 43 40
Protein C | Korrelations-
koeffizient 0,28 0,56 -0,09 -0,47 0,12
N 82 82 50 39 37
Protein S Korrelations-
koeffizient 0,18 0,56 -0,19 -0,18 0,08
N 82 82 50 39 37
AKI Korrelations-
koeffizient 0,42 -0,09 -0,19 0,17 -0,79
N 54 50 50 43 40
aPC- Korrelations-| 5 14 | 947 | -018 | 047 -0,37
Resistenz | koeffizient —_—
N 43 39 39 43 32
Faktor V- | Korrelations-
Leiden koeffizient -0,48 0.12 0,08 AL L
N 40 37 37 40 32

signifikante Korrelationen (2-seitig) auf dem Niveau von a = 0,01 sind fett eingetragen.
signifikante Korrelationen (2-seitig) auf dem Niveau von a = 0,05 sind unterstrichen einge-
tragen.

schwache (>0,25) und starke Korrelationen (>0,70) sind zusatzlich in der unteren Halfte der
Tabelle | hellgrau |, bzw. |dunkelgrau | gekennzeichnet.

Tabelle 3.17. Korrelation von ProC Global mit Protein C und S, Akzelerin-
Inaktivierung (AKI), aPC-Resistenz (aPCR) und Faktor V-Leiden.
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ProC Global = 0,59 + 1,007 * Protein C; r=0,281; R?=0,079; p=0,011

Abbildung 3.36.

Streudiagramm von ProC Global gegen Protein C mit Regressions-
gerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung von
ProC Global bezlglich Protein C, Korrelationskoeffizient r und
Bestimmtheitsmaly R? mit Signifikanz p.
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Protein S (%)
ProC Global = 0,63 + 0,67 * Protein S; r=0,185; R*=0,034; p=0,096

Abbildung 3.37.

Streudiagramm von ProC Global gegen Protein S mit Regressions-
gerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsgleichung von
ProC Global bezlglich Protein S, Korrelationskoeffizient r und
Bestimmtheitsmall R? mit Signifikanz p.
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0 50 100 150 200 250 300
Akzelerin-Inaktivierung (%)
ProC Global = 0,56 + 1,34 * AKI; r=0422; R*=0,178; p=0,001

Abbildung 3.38.  Streudiagramm von ProC Global gegen die Akzelerin-Inaktivierung
(AKI) mit Regressionsgerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressi-
onsgleichung von ProC Global bezuglich AKI, Korrelationskoeffizient
r und Bestimmtheitsmald R? mit Signifikanz p.
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ProC Global = 0,73 - 13,43 * aPCR; r=-0,140; R?*=0,020; p=0,37

Abbildung 3.39.  Streudiagramm von ProC Global gegen aPC-Resistenz (aPRC) mit
Regressionsgerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsglei-
chung von ProC Global bezlglich aPCR, Korrelationskoeffizient r
und Bestimmtheitsmall R? mit Signifikanz p.
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ProC Global = 0,74 - 0,20'3 * F V-Leiden; r=-0,485;, R?=0,235; p=0,002

Abbildung 3.40. Streudiagramm von ProC Global gegen Faktor V-Leiden mit
Regressionsgerade und 95%-Konfidenzintervall. Regressionsglei-
chung von ProC Global bezlglich Faktor V-Leiden, Korrelationskoef-
fizient r und Bestimmtheitsmal® R? mit Signifikanz p.

3.3.8. Lineare Regressionsanalyse

Um den quantitativen Zusammenhang zwischen der FC und den Begleitparametern zu
beschreiben, haben wir mit Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate eine Regressi-
onsanalyse fur die FC durchgefihrt. In der linearen Regression wird fur die Gesamtheit
postuliert, dass ein linearer Zusammenhang zwischen einer zu erklarenden
abhangigen (y) und einer erklarenden unabhangigen Variable () besteht und dieser
additiv von einer Zufallsvariablen (Residual-Variabilitat € ) Gberlagert wird (siehe auch

Kapitel 2.13.2.).

9i = Bo + BrXni * &

Eine Regressionsanalyse erfolgt nur fur die FC und ihre Begleitparameter. Die Untersu-
chung des linearen Zusammenhanges zwischen ProC Global und Protein C und S,
Akzelerin-Inaktivierung (AKI), aPC-Resistenz (aPRC) und Faktor V-Leiden Genotyp mit
Hilfe einer Regressionsanalyse erfolgt nicht, weil sich die Anzahl der untersuchten Per-
sonen in den einzelnen unabhangigen Variablen unterscheidet, und dadurch eine Aus-
sage mit dieser Methode nicht mdglich ist. Fur die Regressionsanalyse haben wir die

nominalskalierten Merkmale (Geschlecht und Kollektivklassifikation) als Klassifizie-
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rungseinheiten in die Berechnung einbezogen. Fur die kategorialen Merkmale der Kol-

lektivklassifikation erfolgt eine Kodierung Uber eine Hilfsvariable (Dummy-Variable).

Kollektiv dummy1 dummy2
Normalkollektiv (NK) 0 0
Schwangerenkollektiv (SK) 1 0
Thrombosekollektiv (T) 0 1

Tabelle 3.18. Kodierung der Dummy-Variablen fur die Kollektivklassifikation.

Die Regressionsanalyse zeigt bei der Unterteilung des Thrombosekollektives in Unter-
gruppen (siehe Kapitel 2.2.1.1.) beim Vergleich von Ruickwarts- zur Vorwartsregression
keine Ubereinstimmenden Zusammenhange auf. Aus diesem Grund erfolgt die Regres-
sionsanalyse nur mit der groben Einteilung in Normalkollektiv (NK), Schwangerenkollek-
tiv (SK) und Thrombosekollektiv (Gesamt) (T). Eine Unterscheidung des Thrombosekol-
lektives (T) in die Untergruppen (T+, T—, Tp) wird nicht durchgefihrt.

3.3.8.1. Darstellung des Regressionsmodells

Die Darstellung der Ergebnisse der Regressionsanalyse erfolgt fur Riuckwarts- und
Vorwartsregression gemeinsam, da diese sich fur die beiden abhangigen Variablen

(basale und aktivierte FC <150) nicht unterscheiden.

3.3.8.1.1. Regressionskoeffizienten

Die (nicht standardisierten) Regressionskoeffizienten b (Schatzwert) erlauben bei vor-
gegebenen Werten fur die erklarenden (unabhangigen) Variablen den Schatzwert der
zu erklarenden (abhangigen) Variablen (basale FC und aktivierte FC) in einer (Regres-
sions-) Gleichung vorherzusagen (siehe auch Kapitel 2.13.2.1. und 2.13.2.2.) Es wird
dabei aulRerdem ein konstanter Term angegeben, wenn die Regressionsgerade nicht
durch den Ursprung geht. Der Standardfehler gibt die Schatzwerte fur die Standardab-
weichung der Regressionskoeffizienten an. Das 95%ige Konfidenzintervall gibt den Ver-
trauensbereich von b an.

Die beta-Koeffizienten sind die Koeffizienten, die sich ergeben wirden, wenn vor der
Anwendung der Regressionsanalyse alle Variablen standardisiert worden waren, sie
sind daher dimensionslos und miteinander vergleichbar. Andert sich die zugehdrige er-
klarende (unabhangige) Variable um eine Standardabweichung, so variiert im Mittel die

zu erklarende (abhangige) Variable um beta Standardabweichungen, vorausgesetzt,
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Regressionskoeffizienten fiir die abhangige Variable basale FC <150

N = 254 nicht star.1d.ardisierte standa.r(.iisierte .2-s§i.tige 9§%-Konfi<.i.enz-
Koeffizienten Koeffizienten [Signifikanz| intervall fiir b

Aufger!ommene Standard- t-T:es? es Unter-| Ober-

Variablen b fehler beta grenze| grenze
(Konstante) -30,24 9,30 p=0,001 | -48,57 | -11,92
PAI-1 -8,37 0,70 -0,57 p <0,001 -9,74 | -7,00
Plasminogen 1,01 0,09 0,51 p < 0,001 0,82 1,19

FP-NEF 3,49 1,00 0,18 p = 0,001 0,60° 1,513
Geschlecht 10,04 3,75 0,13 p =0,008 266 | 17,42
Dummy2 -10,20 4,44 -0,12 p=0,022 | -18,94 -1,46

Ausgeschlossene Variablen: Alter, TPZ, aPTT, Fibrinogen, Antithrombin Ill, Faktor XII,
ProC Global, ax-Antiplasmin, D-Dimer, FP-DEF, dummy1.

Tabelle 3.19. Regressionskoeffizienten fur die basale FC.

dass die Ubrigen unabhangigen Variablen gleich bleiben. Die Regressionskoeffizienten
werden mit einem Student-t-Test auf ihre zweiseitige Signifikanz getestet, bei einer vor-
gegebenen Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05.

Wir legen das Aufnahme- und Ausschlusskriterium der verwendeten Verfahren bei der
kritischen Wahrscheinlichkeit von p = 0,05 des F-Wertes fest.

Nach Durchflihrung der Regressionsanalyse ergeben die ermittelten Koeffizienten, dass
die basale FC mit hoher Signifikanz zum gré3ten Teil durch die beiden Variablen PAI-1
(beta = -0,57) und Plasminogen (beta = 0,51) erklart werden kann, wobei PAI-1 einen
negativen und Plasminogen eine positiven Erklarungsanteil an der Hohe der basalen
FC hat. Die Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) (beta = 0,18) und das
Geschlecht (beta = 0,13) erklaren ebenfalls einen positiven Anteil der Hohe der basalen
FC. Das Geschlecht hat einen solchen Erklarungsanteil auf die basale FC, dass das
mannliche zu einem hdheren, das weibliche Geschlecht zu einem niedrigeren FC-Wert
fuhrt. Den geringsten noch signifikanten (negativen) erklarenden Anteil an dem basalen
FC-Wert hat das Vorhandensein einer Thrombose (dummy2 = Thrombosekollektiv)
(beta = -0,12). Alle weiteren Variablen werden aufgrund des festgelegten Aufnahme-
und Ausschlusskriteriums bei der kritischen Wahrscheinlichkeit von p = 0,05 des
F-Wertes ausgeschlossen.

Die aktivierte FC wird zum gréf3ten Teil durch Plasminogen (beta = 0,52) erklart. Die
weiteren eingeschlossenen Variablen erklaren nur einen wesentlich geringeren Anteil.

Eine Thrombose (beta = -0,26) hat einen negativen Erklarungsanteil an der Héhe der
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Regressionskoeffizienten fiir die abhangige Variable aktivierte FC <150

N = 254 nicht star.\d.ardisierte standa.r(.iisierte .2-s§i.tige 9§%-Konfi<.i.enz-
Koeffizienten Koeffizienten (Signifikanz| intervall fur b
Aufger!ommene Standard- t-T:es? es Unter-| Ober-

Variablen b fehler beta grenze| grenze
(Konstante) -32,76 12,94 p=0,012 | -58,24 7,27
Plasminogen 0,88 0,08 0,52 p <0,001 0,72 1,04
Dummy?2 -19,41 4,87 -0,26 p <0,001 | -29,02 -9,81
az-Antiplasmin 0,37 0,09 0,21 p <0,001 0,19 0,56

FP-DEF 2,39% 0,723 0,19 p = 0,001 0,96° 3,817
Faktor XII 0,21 0,06 0,17 p = 0,002 0,08 0,33
PAI-1 -2,01 0,60 -0,16 p = 0,001 -3,19 | -0,83
Antithrombin 1lI -0,26 0,09 -0,14 p = 0,004 -0,43 | -0,08

Ausgeschlossene Variablen: Alter, Geschlecht, TPZ, aPTT, Fibrinogen, ProC Global,
D-Dimer, FP-NEF, dummy1.

Tabelle 3.20. Regressionskoeffizienten fur die aktivierte FC.

aktivierten FC. Das ap-Antiplasmin (beta = 0,21), die Fibrinplatte mit aktivierter Euglobu-
linfraktion (FP-DEF) (beta = 0,19) und Faktor Xll (beta = 0,17) erklaren einen positiven,
PAI-1 (beta = -0,16) und Antithrombin Il (beta = -0,14) einen geringen (negativen) An-

teil an der Hohe der aktivierten FC.
3.3.8.1.2. Geschatzte Regressionsgleichung
Die geschatzten Regressionsgleichungen lauten demnach folgendermalien:

b FC = -30,24 — 8,37 * PAI-1 + 1,01 * Plg + 3,49 * FP-NEF + 10,04 * Geschlecht —
10,20 * dummy?2

a FC =-32,76 + 0,88 * Plg — 19,41 * dummy2 + 0,37 * 0-AP + 2,39° * FP-DEF + 0,21 *
F XII-2,01 * PAI-1 - 0,26 * AT IlI

3.3.8.1.3. Anpassungsgute des Regressionsmodells

Unser Regressionsmodell erklart 58,3% der Variabilitat von der basalen FC <150 und
63,4% der Variabilitat von der aktivierten FC <150. Das korrigierte Bestimmtheitsmalf}
R*.rr ermdglicht den Vergleich von Regressionen, da es um die Anzahl der Freiheits-
grade bereinigt ist und somit bei unterschiedlicher Anzahl von Erklarungsvariablen bzw.

Beobachtungswerten verwendet werden kann (siehe auch Kapitel 2.13.2.3.).
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Modellzusammenfassung Riickwarts- und Vorwartsregression

Abhangige Variable r R? korrigiertes R?
b FC <150 0,764 0,583 0,575
a FC <150 0,796 0,634 0,623

Tabelle 3.21. Modellzusammenfassung der Regressionsanalyse.

3.3.8.1.4. Varianzanalyse (ANOVA)
Varianzzerlegung und F-Test

Zur Uberpriifung, ob ein signifikanter simultaner Einfluss mehrerer erklarender Variab-
len (Bn) auf die Variabilitat der abhangigen Variable (y) besteht, wird mit einem F-Test in
einer Varianzanalyse die gesamte Variabilitat der abhangigen Variable in die durch das
Regressionsmodell erklarte ("Regression”) und in die nicht erklarte ("Residual”)
Variabilitat zerlegt und auf Signifikanz Uberpruft (siehe auch Kapitel 2.13.2.4.).

Durch die Division der Werte der Spalte "Quadratsumme” durch die Spalte mit der
Anzahl der Freiheitsgrade ("df’) entstehen die Ergebnisse in der Spalte "Mittel der
Quadrate”, das ist die durchschnittliche Variation. Der Quotient aus der durchschnittlich
erklarten Variation (Varianz) und durchschnittlich nicht erklarten Variation folgt einer
F-Verteilung. Analog dem Signifikanztest flur Regressionskoeffizienten wird bei Vorgabe
einer Irrtumswahrscheinlichkeit o gepruft, ob das empirisch erhaltene Streuungsver-
haltnis gleich oder grofer ist als das gemal einer F-Verteilung zu erwartende kritische.
Die Nullhypothese, dass die Regression insgesamt die Variabilitat von y nicht erklart,
kann abgelehnt werden, da das Signifikanzniveau von F < a. Die hohe Signifikanz von
F zeigt, dass der Regressionsansatz einen bedeutenden Teil der Variabilitat von der
basalen FC <150 bzw. von der aktivierten FC <150 erklaren kann, d.h. dass die FC zu
einem grofen Teil durch die eingeschlossenen Variablen bestimmt wird. Demnach liegt
ein signifikanter Effekt der eingeschlossenen Variablen auf die basale und aktivierte FC
vor. Im Vergleich zum obigen t-Test wird deutlich, dass der F-Test nur allgemein pruft,
ob mehrere Erklarungsvariablen gemeinsam einen regressionsanalytischen Erkla-
rungsbeitrag leisten, so dass sich das Testen einzelner Regressionskoeffizienten auf
Signifikanz nicht erubrigt. Der F-Test kann auch als Signifikanzprifung interpretiert wer-
den, ob R?gleich 0 ist.
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Quadrat- Mittel der
b FC <150 summe df Quadrate F Signifikanz
Regression 235259,16 5 47051,83 69,47 p <0,001
Residuen 167962,21 248 677,27
Gesamt 403221,37 253
Tabelle 3.22. ANOVA fur die basale FC.

Quadrat- Mittel der
a FC <150 summe df Quadrate F Signifikanz
Regression 186467,46 7 26638,21 60,85 p <0,001
Residuen 107695,34 246 437,79
Gesamt 294162,81 253
Tabelle 3.23. ANOVA fur die aktivierte FC.
3.3.8.2. Regressionsdiagnostik

Zur Uberprufung der Voraussetzungen des Regressionsmodells werden die empiri-
schen Residualwerte ¢ auf Verletzungen untersucht (siehe auch Kapitel 2.13.2.5.). Die
Uberprifung der Kovarianz der Residualwerte fiir verschiedene Beobachtungen zeigt in
der Durbin-Watson-Statistik aul3erst geringe negative Autokorrelationen der Residual-
werte (fur b FC <150: d = 1,89; fur a FC <150: d = 1;94), so dass davon ausgegangen
werden kann, dass keine signifikante Autokorrelation der Residualwerte besteht. Der
Konditionsindex in der Kollinearitatsdiagnose zeigt fur die basale FC <150 eine modera-
te (16,84) und fur die aktivierte FC <150 eine starke (29,35) Multikollinearitat an. Da die
Toleranzen in der Kollinearitatsstatisitik fir beide unabhangigen Variablen grof3 sind,
und der Konditionsindex fur die aktivierte FC <150 nicht Uber 30 liegt, sehen wir keine
grobe Verletzung der Voraussetzungen gegeben. In den einzelnen graphischen Darstel-
lungen der Residualwerte gegen die erklarenden Variablen und gegen die Vorhersage-
werte (ohne Darstellung) zeigen sich keine Verletzungen der Homoskedastizitat der
Residualwerte (Konstanz der Varianz der Residuen). Die Streuung der Residualwerte
variiert nicht systematisch, und die Residualwerte zeigen eine konstante Varianz. Es
kann also von Homoskedastizitat ausgegangen werden. Zur Uberpriifung der Frage, ob
die Voraussetzung der Normalverteilung der Residualwerte erflllt wird, fuhren wir
einen Kolgomorov-Smirnov-Anpassungstest durch. Durch diesen wird Uberprift, ob eine

beobachtete Verteilung an eine theoretische Verteilung (hier: Normalverteilung) ange-
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passt werden kann, bzw. ob eine solche vorliegt. Dabei werden sowohl die nicht-
standardisierten, als auch die standardisierten Residuen untersucht, die sich bei der

Regressionsanalyse ergeben.

Kolgomorov-Smirnov-Anpassungstest

Residualwerte

2-seitige exakte Signifikanz |unstandardisiert| standardisiert

Basale FC <150 p =0,005 p=0,010
aktivierte FC <150 p=0,012 p =0,023
N = 254

Tabelle 3.24. Test auf Normalverteilung der Residualwerte.

Die Annahme einer Normalverteilung der Residuen wird mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von o = 0,005 (basale FC <150) bzw. a = 0,012 (aktivierte FC <150) abgelehnt.
Aufgrund der Histogrammdarstellung der standardisierten Residuen und der Q-Q-Plots
(nicht dargestellt) entscheiden wir uns trotz Verletzung der Annahme einer Normalver-
teilung der Residualwerte fur die Verwendung des Regressionsmodells, da wir die
Abweichung der empirischen Residualwerte & von der Normalverteilung zwar als signi-
fikant, aber nicht als gravierend einstufen. Diese Verletzung betrifft die Ergebnisbewer-
tung von Tests, die auf Normalverteilung beruhen. Dies trifft fir den Standardfehler von
b, die entsprechenden t-Werte und die darauf beruhenden Tests zu; also auch auf den
t-Test auf signifikante Unterschiede von b gegen Null und die Bestimmung des 95%-
Konfidenzintervalles von b. Diese Ergebnisse sollten kritisch bewertet werden. Insge-
samt sehen wir die Durchfihrung einer Regressionsanalyse als zulassig an, da weder
eine Autokorrelation noch Heteroskedastizitdt besteht und die Kleinst-Quadrate-
Schatzer der Regressionskoeffizienten daher unter diesen Annahmen optimal im statis-

tischen Sinne sind (Gauss-Markov-Theorem).
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4. Diskussion
4.1. Testeigenschaften

41.1. Grundvoraussetzungen

Es wurde ein einfacher, praziser und aussagekraftiger Fibrinolysetest entwickelt, in den
die Gesamtaktivitat der Aktivatoren und Inhibitoren des Plasmas summarisch einflief3t.
Als "Globaltest” ist er in der Lage, Stérungen der Fibrinolyse als Ursache von Thrombo-
sen zu erfassen.

Das Prinzip dieses neuen Testes entspricht einem zweistufigen, indirekten enzymati-
schen Assay. In der ersten Stufe wird eine bestimmte Menge Urokinase zugefuhrt, wel-
che mit Plasminogenaktivatorinhibitoren interagiert. Hierbei wird hauptsachlich PAI-1,
bei Schwangeren aber auch PAI-2 erfasst. Die noch freie Urokinase aktiviert Plasmino-
gen zu Plasmin. Die vorhandenen Antiplasmine im Plasma, hauptsachlich
az-Antiplasmin, werden oxidativ inaktiviert, ohne die Aktivitat von Urokinase, PAI oder
Plasmin wesentlich zu beeinflussen. Wir wahlten eine Konzentration des wirksamen
Oxidans Taurin-Chloramin in einem mittleren Bereich, bei der eine ausreichende Inhibi-
tion des ax-Antiplasmins vorliegt, ohne die FC zu beeintrachtigen. In unserem Messan-
satz bleibt eine ay-Antiplasminrestaktivitat vorhanden, die eine Messung der fibrinolyti-
schen Kapazitat mittels des entstehenden Plasmins erlaubt, aber trotzdem als relevan-
ter Faktor in die FC eingeht. Schliel3lich wird die resultierende Plasminmenge mit Hilfe
eines chromogenen Substrates quantifiziert.

In einer zweiten Variante wird die Fibrinolyse sehr potent mit Dextransulfat stimuliert.
Dies geschieht Uber eine Aktivierung der Kontaktphase der Gerinnung, welche insbe-
sondere Faktor Xll, aber auch Faktor Xl, Prakallikrein und High Molecular Weight
Kininogen (HMWK) umfasst. Die Konzentration der Kontaktaktivatorlosung (50 nmol/l
Dextransulfat) liegt in einem Bereich der submaximalen Stimulation der Fibrinolyse
(Kapitel 3.1.1., Abbildung 3.1.). Hohere Konzentrationen von Dextransulfat wirden die
FC zu einem alleinigen Plasminogentest machen, da Inhibitoren bei sehr starker Plas-
minogenaktivierung durch die Kontaktphase nur verhaltnismaldig gering wirksam sind.
Durch diese beiden Varianten kann sowohl die basale, plasminogenaktivatorabhangige,

als auch die kontaktphasenabhangige Fibrinolyse dargestellt werden.
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41.2. Kalibration

Der Test wurde anhand eines Plasmapools gesunder Spender kalibriert. Da sich die
Kalibrationskurve im oberen Aktivitatsbereich abflacht, wurde ein oberer Cut-Off von
150% festgelegt (Kapitel 3.1.3., Abbildung 3.3.). Bei einer nicht verdinnungsechten
Kalibrationskurve ist eine Extrapolation der Werte nicht zulassig. Wir entschlossen uns
dazu, héhere Werte als 150% in der FC als 150% zu werten (oberer Cut-Off), da eine
Plasma-Vorverdinnung zu systematischen Veranderungen in der Messwertfestlegung

fuhren kann.

4.1.3. Prazision und Reliabilitat

Die FC ist entsprechend der Empfehlungen zur Prifung der Prazision und Reliabilitat

von D. Stamm (141-142)

hinreichend prazise in der Serie und von-Tag-zu-Tag
(Kapitel 3.1.5.). Die Unprazision ist kleiner als 1/12 der Referenzinterwalls. Fur die Pru-
fung der Unprazision in der Serie (Tabelle 3.2.) haben wir etwas bessere Ergebnisse
erzielt als fur das Kontrollplasma bei der Untersuchung der Kollektive zur Prifung der
Unprazision von-Tag-zu-Tag (Tabelle 3.1.). Nur bei einer der untersuchten Kontrollse-
rien liegt der Variationskoeffizient Uber 5% (basale FC Serie 1).

Die Werte des Kontrollplasmas sind naherungsweise normalverteilt, die Standardab-
weichung fur die beiden FC-Varianten ist etwa gleich. Nur der Variationskoeffizient ist
aufgrund der niedrigen Werte der basalen FC sehr hoch (>20%). Die Lage eines Kon-
trollplasmas am kritischen Entscheidungsbereich ist an und fur sich vorteilhaft. Die Wer-
te der basalen FC des Kontrollplasmas PreciClot® Il sind jedoch viel niedriger als der
ermittelte Referenzwert und die festgelegte Entscheidungsgrenze. Die Werte der akti-
vierten FC liegen am unteren Rand des Referenzwertes und sind damit niedriger als die
Entscheidungsgrenze. Die Wahl von PreciClot® Il ist aus diesem Grund kritisch zu wer-
ten. Der mit der Prazisionskontrolle untersuchte Bereich deckt den kritischen Entschei-
dungsbereich nicht gentigend ab. Es ist daher zu empfehlen, in Zukunft ein anderes

Kontrollplasma zu verwenden, welches einen geeigneteren Bereich Uberpruft.

41.4. Validitat

Zur Validierung pruften wir den Einfluss von PAI-1, Fibrinogen und Plasminogen auf
den Test (Kapitel 3.1.6.).

In den Untersuchungen zum Einfluss von PAI-1 auf die FC kénnen wir fur die angewen-
deten Analyseverfahren (Berichrom®-PAl [Aktivitat], TintElize® PAI-1 [Antigenkonzentra-
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tion]), wie auch schon E. Eriksson "% zeigen, dass PAI-1 in dem verwendeten Blut-
entnahmemedium (normales Na-Citrat) iber mehr als zwei Stunden ausreichend stabi-
lisiert wird (Abbildung 3.4.). Bei Proben, die unzentrifugiert stehen gelassen werden
(Standzeiten fur antikoaguliertes Vollblut), fanden wir eine ansteigende PAI-1-
Antigenkonzentration. Diese hat aller Wahrscheinlichkeit nach ihre Ursache in der Frei-
setzung der latenten Form von PAI-1 aus den Thrombozyten, womit der fehlende Ein-
fluss auf die PAI Aktivitat erklart wird. Dies entspricht auch den Ergebnissen von Dec-

lerck und Lang ©®% 106 143

. Bei den Proben, die nach der Zentrifugation stehen
gelassen werden (Standzeiten fir Plasma), ist ein Abfall in der PAI-1-Antigen-
konzentration zu verzeichnen, insbesondere in der ersten Stunde und bei normalem
Na-Citrat, jedoch ohne Korrelation zur PAI Aktivitat. Bei der FC ist auch, besonders in
der ersten Stunde, eine leichte Abnahme bei zunehmenden Standzeiten erkennbar
(Abbildung 3.5.). Dieser Effekt lasst sich nicht einem einzelnen Faktor zuordnen, son-
dern stellt einen allgemeinen Aktivitatsverlust der beteiligten Faktoren dar.

Den direkten Einfluss von PAI-1 auf die FC im Sinne einer aquimolaren Interaktion mit
Urokinase konnen wir in einem Modell durch Addition von PAI-1 zu unterschiedlichen
Plasmen gut darstellen (Abbildung 3.6.). Bei etwa aquimolarer Konzentration von PAI-1
und Urokinase wird die Aktivitat der Urokinase erwartungsgemal’ soweit inhibiert, dass
die Generierung von Plasmin in der FC zum Erliegen kommt. Die FC selbst ist in der
Lage, auf PAI-1 ab einer Plasmakonzentration von 4 bis 8 U/ml zu reagieren. Diese
Werte stimmen in etwa mit dem in der Literatur angegebenen oberen Normbereich von
PAI-1 (iberein (3% 103 144-146),

Die Kontrolle des Einflusses von Fibrinogen auf die FC stellt sich nicht einfach dar, da in
einem Additionsmodell von Fibrinogen nicht alle Praparate anwendbar sind. Entweder
sind sie in unserem Testansatz nur schwer IGslich, enthalten Plasminogen oder sind
nicht ausreichend deklariert. Wir entschieden uns flr das Fibrinogenpraparat Haemo-
complettan®, in dem laut Hersteller kein Plasminogen enthalten ist. In diesem Modell
konnen wir keinen Einfluss von Fibrinogen auf die FC feststellen. Relevant ist die
Untersuchung eines Fibrinogeneinflusses, weil durch Zugabe der Oxidationslosung

87, 147-149) ' oxidiert wer-

Fibrinogen- und Fibrinabbauprodukte, wie durch T. Stief gezeigt |
den konnen. Dies fuhrt zu einer gesteigerten Fahigkeit der Plasminogenaktivierung
durch t-PA, weil t-PA mit grol3erer Affinitat an oxidierte Fibrinogenabbauprodukte bindet
als an unmodifizierte. Eine Oxidation von Fibrinogen- und Fibrinabbauprodukten scheint

wahrend der Durchfuhrung der FC nicht in dem Ausmal} stattzufinden, dass eine Plas-
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minogenaktivierung induziert wurde.

Der direkte Einfluss von Plasminogen auf die FC kann gut dargestellt werden. Sowohl in
einem Modell mit Plasminogen als Testsubstanz, als auch in einem Modell mit Addition
von Plasminogen zu unterschiedlichen Plasmen, wird die Abhangigkeit der FC von der
Plasminogenkonzentration sichtbar (Abbildung 3.7.). Dies ist durch die Konzipierung
des Tests einsichtig und auch gewollt. Letztendlich wird mit der FC die Generierung von

Plasmin aus Plasminogen gemessen.

4.1.5. StorgroRen

Als StorgroRen der FC untersuchten wir Antioxidantien, parenterale Antikoagulantien
(Heparin, Nadroparin, Danaparoid und Lepirudin), Phenprocoumon, Aprotinin, Trane-
xamsaure, Thrombozyten und Bilirubin.

Der Einfluss von Antioxidantien in Form von Ascorbinsaure (Kapitel 3.1.7.1.) wurde so-
wohl in-vitro (Abbildung 3.8.) als auch in-vivo (Abbildung 3.9.) untersucht. Wir kdnnen
deutlich den antioxidativen Effekt von Ascorbinsdure auf die Oxidationslésung des
Testansatzes zeigen und damit auch die Wirksamkeit dieser Losung demonstrieren.
Hingegen haben sogar 3 g Ascorbinsaure oral (in Form von Brausetabletten) keinen
Einfluss auf die FC. Bei einer der untersuchten Personen zeigt sich ein nicht plausibler
Effekt der Ascorbinsaure. Nach Einnahme von Ascorbinsaure zeigt sich ein niedrigerer
FC-Wert im Vergleich zum Wert vor Einnahme, welcher bei abnehmender Taurin-
Chloramin-Konzentration gleich bleibt. Dieser Effekt Iasst sich jedoch nicht auf die anti-
oxidative Wirkung der Ascorbinsaure zurluckfuhren, da man bei antioxidativer Wirkung
von Ascorbinsdure im Plasma bei abnehmender Taurin-Chloramin-Konzentration einen
zunehmenden Abfall der FC-Werte erwarten wirde. Die Abweichungen missen also
andere Ursachen haben, weshalb wir einen relevanten antioxidativen Einfluss des
Plasmas, auch mit Ascorbinsaure-Supplementierung, ausschliel3en.

Fir die parenteralen Antikoagulantien (Kapitel 3.1.7.2.) stellen wir fest, dass unfraktio-
niertes (Heparin, Liquemin®) und niedermolekulares Heparin (Nadroparin, Fraxiparin®)
konzentrationsabhangig zu einer biphasischen Veranderung der fibrinolytischen Aktivi-
tat fihren (Abbildung 3.11.). In einem niedrigen Dosisbereich (kleiner als 0,4 |IE Lique-
min oder Fraxiparin/ml Plasma) wird ein leichter Aktivierungseffekt sichtbar. Dieser ist
durch Bindung von Heparin an Heparinbindungsstellen von two-chain Urokinase sowie
single-chain t-PA erklarbar. Wie bereits von anderen beschrieben % 129 150 steigt

durch diesen Vorgang die Plasminogenaktivatoraktivitat und das fibrinolytische System
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wird moduliert. Hohere Konzentrationen von Antikoagulantien flihren zu einer deutlichen
Verminderung der fibrinolytischen Aktivitat. Der Grund fur diesen Aktivitatsverlust bei
sehr hohen Heparinkonzentrationen (hoher als therapeutisch angewendet) konnte in
der Interaktion mit verschiedenen Bindungsstellen liegen. Es ist bekannt, dass Heparin
in Verbindung mit Antithrombin Il Faktor Xla inhibieren kann. Dieser Effekt ware dann
aber hauptsachlich bei der aktivierten FC wirksam, der Aktivitatsverlust zeigt sich aber
auch bei der basalen FC. Ebenso kann Heparin Urokinaseinhibitoren wie Antithrombin
[l und PAI-3 potenzieren (45), sowie mit Antithrombin Ill zu einer Inhibition von Plasmin

(151)

fUhren . Antifibrinolytische Aktivitat von Heparin in hohen Konzentrationen ist an

verschiedenen Stellen der Reaktionskaskade bis hin zur Umwandlung des chromoge-
nen Substrates maglich.

Die beiden anderen untersuchten Antikoagulantien (Danaparoid, Orgaran® und Lepiru-
din, Refludan®) fiihnren im gewahlten Konzentrationsbereich zu &hnlichen Veranderun-
gen, jedoch so geringem Ausmald, so dass man von keiner relevanten Beeinflussung
der FC sprechen kann. Dies veranlasste uns, bei allen mit Heparinen antikoagulierten
Patienten eine Behandlung des Plasmas mit Heparinase vorzunehmen. Dabei zeigt
sich, dass Heparin durch die enzymatische Behandlung des Plasmas neutralisiert wer-
den kann (Abbildung 3.10.), ohne einen negativer Effekt auf die FC.

Der Einfluss von Aprotinin und Tranexamsaure (Kapitel 3.1.7.4.) auf unseren Test ent-
spricht dem bereits von mehreren anderen Arbeitsgruppen dargesteliten (332 Aproti-
nin reduziert durch seine Komplexbildung mit freiem Plasmin, ahnlich wie
az-Antiplasmin und andere Serin-Proteaseinhibitoren, die fibrinolytische Aktivitat, wobei
ansteigende Konzentrationen von Aprotinin zur ansteigenden Plasmininhibition fihren
(Abbildung 3.12.).

Tranexamsaure hat Uber die Bindung an Lysin-Bindungsstellen des Plasminogens (eine
hoch und mehrere minder affine) einen biphasischen Effekt auf die Plasminogenaktivie-
rung. Bindung von Tranexamsaure an die minder affinen Bindungsstellen von Plasmi-
nogen fuhrt zur Konformationsanderung und damit zur Steigerung der Empfindlichkeit
der Aktivierung von Plasminogen durch Urokinase und t-PA (*3'3*) Bindung von
Tranexamsaure an die hoch affine Bindungsstelle vermindert die Bindung von Plasmi-
nogen und Plasmin an die Lysin-Reste von Fibrin. Bei niedrigen Tranexamsaurekon-
zentrationen kommt es daher zu einer moderaten Verstarkung der Plasminogenaktivie-

rung und bei hdheren Konzentrationen zur Inhibition der Plasminogenaktivierung. Dies
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wurde bereits verschiedentlich gezeigt (3" 135137)

. Diesen biphasischen Effekt der
Tranexamsaure auf die Plasminogenaktivierung kdnnen wir deutlich bei der basalen FC
zeigen. Fur die aktivierte FC ist bei niedrigen Tranexamsaurekonzentrationen die Kon-
taktaktivierung starker als die Inhibition der Plasminogenaktivierung (Abbildung 3.13.),
so dass unsere Ergebnisse in etwa mit denen in der Literatur beschriebenen
(ibereinstimmen (31 137-138.152)

Einen Einfluss von Thrombozyten (Kapitel 3.1.7.5.) auf die FC kénnen wir ausschliel3en.
Den Effekt der PAI-1-Freisetzung aus Thrombozyten kdnnen wir, wie oben bereits dar-
gestellt, nur fur die PAI-1-Antigenkonzentration (Abbildung 3.4.) nachweisen, ein Effekt
auf die PAI-Aktivitat zeigt sich nicht. Dieser Unterschied lasst sich durch das Vorhan-
densein von hauptsachlich inaktiven, latenten PAI-1 in den a-Granula der Thrombozy-
ten erkldren, so wie bereits von Declerck und Lang beschrieben % 1% 143 Ejne "Kon-
taktaktivierung” durch Membranbestandteile zerstorter Thrombozyten ist nicht nach-
weisbar (Kapitel 3.1.7.5.).

Tribungen des Plasmas kdénnen zu Messfehlern bei der Bestimmung der FC flhren.
Aus diesem Grund untersuchten wir den Einfluss von Bilirubin auf die FC
(Kapitel 3.1.7.6.). Der bei Erwachsenen geltende Referenzbereich fur Gesamt-
bilirubin ist 0,3 — 1,0 mg/dl (5,1 — 17 ymol/l) und fur direktes Bilirubin 0,1 — 0,3 mg/dI
(1,7 — 5,1 ymol/l). Bei einigen Erkrankungen kénnen Werte von 30 mg/dl Gesamtbiliru-
bin (extrahepatischer Verschlussikterus) Uberstiegen werden. Selbst bei diesen Kon-
zentrationen ist der Einfluss auf die FC aufgrund der kinetischen Messung der Plasmi-

naktivitat unbedeutend und zu vernachlassigen.
4.2. Analyse der Kollektive

4.21. Schwangerenkollektiv

Das fibrinolytische System in der Schwangerschaft ist bisher nur wenig untersucht, teil-
weise jedoch von Cerneca, Kemkes-Matthes, Kjellberg und Lindoff. Veranderungen
betreffen alle Bereiche der Hamostase und Fibrinolyse und sind daher sehr komplex,
was sowohl die Untersuchung, als auch die Interpretation angeht. In der vorhandenen
Literatur wird neben einem Anstieg von Plasminogen, Urokinase und t-PA, auch ein
Anstieg von PAI-1 und 2, von D-Dimer und ein geringer Anstieg von thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) beschrieben. PAI-1 ist hierbei im wesentlichen

endothelialer Herkunft, wahrend PAI-2 von Plazenta und Makrophagen produziert wird.
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Diese Faktoren steigen bis zum Ende der 38. Schwangerschaftswoche an und fallen
anschlieBend bis auf t-PA und D-Dimer wieder ab. Im Verlauf der Schwangerschaft
kommt es demnach zu einem Anstieg des pro-, wie auch des antifibrinolytischen Poten-
tials. Erhohte D-Dimerspiegel weisen darauf hin, dass in der Summe eine (kompensier-
te) Aktivierung des fibrinolytischen Systems resultiert.

Des Weiteren kommt es im Verlauf der normalen Schwangerschaft laut oben erwahnter
Datenlage zur kontinuierlichen Zunahme des prokoagulatorischen Potentials, bedingt
durch den Anstieg plasmatischer Gerinnungsfaktoren. Es steigen Fibrinogen, die Fakto-
ren Il, V, VIIl und der von-Willebrand-Faktor kontinuierlich an und erreichen gegen Ende
der Schwangerschaft Werte zwischen 160 und 310% der Norm, die Faktoren IX, X, XII
und Prakallikrein erreichen Werte zwischen 110 und 190% der Norm. Die Faktoren Xl
und XIIl vermindern sich, jedoch innerhalb des Normbereiches ('*®. Erhéhte Konzentra-
tionen von Gerinnungsfaktoren im Verlauf der Schwangerschaft sind gleichbedeutend
mit einer Erhohung des prokoagulatorischen Potentials, mit entsprechender Erhohung
des TPZ-Wertes (in Prozent) und Verringerung der aPTT (in Sekunden). So kommt es
im Verlauf der Schwangerschaft zu einer Gerinnungsaktivierung mit Anstieg von
Fibrinmonomer, Thrombin/Antithrombin-Komplex (TAT), als auch von Prothrombin
Fragment F 1+2 und Fibrinopeptid A (153159,

Veranderungen von Gerinnungsinhibitoren wahrend der normalen Schwangerschaft
betreffen aufgrund der veranderten Hormonkonzentrationen hauptsachlich das Protein
C- und S-System. Es kommt es zu einem progressiven Abfall von Protein S. Gegen
Ende der Schwangerschaft liegen Werte wie bei einem heterozygotem Protein S-
Mangel vor. Diese Veranderungen werden auch bei Frauen unter oraler Kontrazeption
beobachtet. Die Protein C- und Antithrombin IlI-Spiegel verandern sich wahrend einer
normalen Schwangerschaft nicht (153154,

Den Anstieg des pro- und antifibrinolytischen Potentials kbnnen wir in dem von uns
untersuchten Kollektiv durch den signifikanten Abfall der basalen FC und Anstieg der
aktivierten FC im Vergleich zum Normalkollektiv zeigen (Kapitel 3.3.3., Tabelle 3.6.).
Der Abfall der basalen FC ist hierbei Ausdruck fur das erhohte antifibrinolytische Poten-
tial mit der angestiegenen PAI-Aktivitat; der Anstieg der aktivierten FC ist Ausdruck fir
das erhohte profibrinolytische Potential mit der angestiegenen Plasminogenkonzentrati-
on. Die anderen Parameter sind entsprechend der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen,
wie oben beschrieben, verandert. Unsere Untersuchungen an Schwangeren umfasst

ein Kollektiv aus Frauen um den Zeitpunkt der Geburt herum. Eine Untersuchung zum
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Verlauf der Veranderungen der FC wahrend der Schwangerschaft erfolgte nicht. Bei
einer kleinen Gruppe wurde postpartal eine Verlaufsuntersuchung durchgefihrt. Hier
zeichnete sich eine rasche Normalisierung der Werte ab (Kapitel 3.3.4., Tabelle 3.7.).
Insgesamt kdnnen wir, wenn auch mit einem wesentlich kleineren Kollektiv, die Ergeb-

nisse anderer Arbeitsgruppen reproduzieren (153154 1%6)

4.2.2. Kollektiv der Patienten unter oraler Antikoagulation

Zur Untersuchung eines Einflusses von oraler Antikoagulation mit einem Vitamin K-Ant-
agonisten auf die FC wurden Blutabnahmen bei 25 Patienten zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten durchgefuhrt, die in Bezug auf ihren TPZ-Wert mdglichst weit auseinander
lagen. Beim Vergleich (Kapitel 3.3.5., Tabelle 3.8.) dieser Stichproben sind die Werte
fur TPZ und ProC Global erwartungsgemal an den beiden Zeitpunkten ("TPZ-Wert
hoch” und "TPZ-Wert niedrig”) hoch signifikant unterschiedlich. Der Wert fur die basale
FC zum Zeitpunkt "TPZ-Wert hoch” (53,0 + 22,0%) unterscheidet sich mit einer Signifi-
kanz von p = 0,02 vom Zeitpunkt "TPZ-Wert niedrig” (46,9 + 25,1%). Der signifikante
Unterschied bei der basalen Fibrinolytischen Kapazitat unter oraler Antikoagulation tritt
vor allen bei Patienten ohne akute Thrombose auf, obwohl eine sichere Aussage auf-
grund der kleinen Fallzahlen nicht méglich ist. Orale Antikoagulation scheint also einen
Einfluss auf das fibrinolytische System zu haben, aber nicht in gleicher Weise, wie ein
zu einer Thrombose fuhrender Fibrinolysedefekt. Der Einfluss auf die Aktivitat der Fibri-
nolyse ist primar nicht verstandlich. Bei der aktivierten FC ist keine Differenz zu
beobachten.

Die Gruppe um V. Roldan-Schilling “*"'*®) hat bei zwei ahnlich groBen Kollektiven
(13 und 36 Patienten) Untersuchungen Uber Veranderungen der fibrinolytischen Aktivi-
tat in Folge oraler Antikoagulation bei chronischem Vorhoffimmern durchgefihrt. Bei
diesen Patienten lagen vor Beginn der Antikoagulation im Vergleich zum untersuchten
gesunden Normalkollektiv héhere Werte fur PAI-1 und fir den t-PA/PAI-1-Komplex bei
gleicher t-PA und Plasminogen/Antiplasmin-Komplexkonzentration als Ursache fur eine
verminderte fibrinolytische Aktivitat vor. Als Zeichen einer erhdhten Thrombinaktivi-
tat/Hyperkoagulabilitat bei Vorhofflimmern waren D-Dimer und modifiziertes Antithrom-
bin Il in diesem Studienkollektiv im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht. Unter oraler
Antikoagulation fielen die Werte von t-PA, PAI-1 und D-Dimer signifikant ab. In Verbin-
dung mit einem Anstieg der Plasminogen/Antiplasmin-Komplexkonzentration kann das

als Zeichen fur eine Verbesserung der fibrinolytischen Aktivitat angesehen werden. Zu
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einem ahnlichen Ergebnis mit verbesserter fibrinolytischer Aktivitat kam eine andere
Gruppe (30 Patienten) "®®. Hier lag eine verkiirzte Euglobulinlysezeit nach vendser
Okklusion vor. Allerdings kam es im Gegensatz zu der vorhergehenden Gruppe zu er-
hdhten t-PA und gleichbleibenden PAI-1-Konzentrationen. Andere grundlegende Unter-
suchungen zur fibrinolytischen Aktivitat unter oraler Antikoagulation sind nicht bekannt.
Die hier beschriebenen Ergebnisse widersprechen dieser Aussage einer verbesserten
fibrinolytischen Aktivitdt unter oraler Antikoagulation. Es ist zu bedenken, dass sich
zwar die GroRRe der Kollektive unter oraler Antikoagulation gleichen, unser Kollektiv aber
deutlich heterogener ist, weil bei den beiden anderen Arbeitsgruppen ausschliel3lich
Patienten mit Vorhofflimmern untersucht wurden, in dieser Arbeit jedoch auch Patienten
mit akuten thrombembolischen Ereignis und nach Durchfiihrung von Herzklappen oder
peripheren Bypass-Operationen bei AVK. Dadurch ist die Vergleichbarkeit einge-
schrankt.

Weitere nicht signifikante Unterschiede zwischen den beiden Blutentnahmen zu Zeit-
punkten unterschiedlicher oraler Antikoagulationsgrade sind noch als Tendenz bei der
Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) und bei der aPTT zu erkennen.
Bei der FP-DEF zeigt sich eine verminderte fibrinolytische Aktivitat mit geringeren
Lyseflachen unter oraler Antikoagulation (p = 0,08). Auch diese Differenz ist primar
nicht verstandlich, stimmt aber mit der bei der basalen FC gesehenen Uberein. Bei der
aPTT liegt unter oraler Antikoagulation eine etwas verlangerte Gerinnungszeit vor
(p = 0,17). Dieser Unterschied erklart sich durch die Abhangigkeit der aPTT von den
Faktoren IX, X und Il. Die signifikanten Veranderungen der Protein C- und S-Werte im
Vergleich zu den nicht signifikanten Veranderungen der Akzelerin-Inaktivierung (AKI),
der aPC-Resistenz (APCR) und Faktor V-Leiden lassen die Interpretation zu, dass die
Werte aufgrund bereits begonnener oraler Antikoagulation entstanden sind und im ei-

gentlichen Sinne kein signifikanter Unterschied besteht.

4.2.3. Thrombosekollektiv

Die untersuchten Parameter des Normalkollektives wurden direkt mit denen des
Thrombosekollektives (Gesamt) und den einzelnen Untergruppen verglichen
(Kapitel 3.3.6. und 3.3.7.1.). Fur die FC in beiden Varianten ergibt sich ein hoch signifi-
kant niedrigeren Median des Kollektives "Thrombosekollektiv (Gesamt)” (T) und der Un-
tergruppe "akute Thrombose ohne Thromboseneigung” (T—) im Vergleich zum Normal-

kollektiv. Die beiden anderen Untergruppen haben auch einen tendenziell niedrigeren
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Median, eine Signifikanz ist aber aufgrund der deutlich geringeren Fallzahlen nicht zu
beobachten. Dies gilt bis auf einzelne Ausnahmen auch fir alle anderen Parameter.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die FC als Globaltest in der Lage ist, eine geschwachte
Fibrinolyse als mogliche Ursache einer Thrombose zu erfassen.

Der Interquartilbereich der sich unterscheidenden Kollektive Uberschneidet sich, so
dass ein Entscheidungskriterium fur das Vorliegen einer Thrombose aufgrund eines
positiven Testergebnisses nicht ohne falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse
festgelegt werden kann. Ein eindeutiges einfaches diagnostisches Kriterium flr Throm-
bose ist die FC demnach nicht. Das ist nicht anders zu erwarten, da nur ein geringer
Anteil aller Thrombosen eindeutig durch Fibrinolysedefekte verursacht wird. Allerdings
liegt bei bis zu 30-40% aller Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose eine einge-
schrankte fibrinolytische Kapazitat vor ©% 62 161162 ' Dapeij spielen vor allen Dingen er-
hohte PAI- oder erniedrigte t-PA-Werte eine Rolle ('®>"® nach venéser Okklusion ins-
besondere eine vermehrte Freisetzung von PAI-1 und eine verminderte Freisetzung von

(57, 62, 162

t-PA, d.h. eine verminderte fibrinolytische "Antwort” ) in Verbindung mit einer

verlangerten Euglobulinlysezeit ©®. Auch von erhéhten PAI- und t-PA-Werten bei tiefer

t (67.62.165) " Andererseits konnte eine andere Grup-

Beinvenenthrombose wurde berichte
pe anhand einer groRen prospektiven Kohortenstudie von Patienten mit erstmaliger
venoser Thrombose zeigen, dass keine systemischen Unterschiede in Bezug auf PAI-1,
t-PA und die Euglobulinlysezeit zwischen Patienten mit und ohne Thromboserezidiv im
Verlauf bestehen ('°®). Der bedeutend gréRere Anteil an akuten tiefen Beinvenenthrom-
bosen wird hauptsachlich durch verminderte Aktivitdt an Antithrombin Ill, und Protein C
und S (einschlieRlich aPC-Resistenz) verursacht.

Bei der Verwendung unseres Normalkollektives im Vergleich zu den Thrombosekollekti-
ven muss bedacht werden, dass hier Personen mit deutlich unterschiedlichen Alters-
medianen verglichen werden (24,0 Jahre beim Normalkollektiv NK vs. 54,0 Jahre beim
Thrombosekollektiv T). Gerinnung und Fibrinolyse verandern sich aber bekannterma-
Ren altersabhangig "*"). Zur Etablierung und Evaluierung verwendeten wir dennoch ein
Normalkollektiv mit einem deutlich niedrigeren Altersmedian. Dies hat den Vorteil, dass
EinflussgroRen auf die Fibrinolyse, wie Erkrankungen oder Medikamente, so gering wie
moglich gehalten werden. Dadurch wurde das Thrombosekollektiv einem maoglichst
~-gesundem® Normalkollektiv gegenubergestellt, was unter Umstanden eine madgliche
Altersabhangigkeit des Parameters verschleiert. Die Altersabhangigkeit der Fibrinolyti-

schen Kapazitat selber muss noch in weiteren Experimenten untersucht werden.
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4.2.3.1. Dbasale und aktivierte Fibrinolytische Kapazitat (FC)

Die basale FC ist ihrer Konzeption entsprechend in der Lage, bei der unstimulierten
Fibrinolyse hauptsachlich die Inhibitoren zu erfassen. Dies zeigt sich in einer mittelstar-
ken negativen Ubereinstimmung mit den PAI-Werten (r = -0,47), sowie in schwachen
Ubereinstimmungen mit Plasminogen (r = 0,38) und D-Dimer (r = -0,28). Auch die PAI-
Werte bei den Thrombosekollektiven liegen hoher, die Plasminogen Werte leicht hoher
und die D-Dimerwerte deutlich hoher als beim Normalkollektiv, wodurch eine Thrombo-
seneigung durch erhdhte PAI-1-Spiegel und eine akute Thrombose durch erhdhte
D-Dimerkonzentration angezeigt wird. Geringe Ubereinstimmungen zeigen sich auch
noch fur Faktor XIl (r = 0,20), ax-Antiplasmin (r = 0,20) und Antithrombin Il (r = 0,19).
Diese Korrelationen sind, obwohl hoch signifikant, aufgrund des geringen Korrelations-
koeffizienten (r < 0,20) in Bezug auf die FC nicht sonderlich relevant .

Im Vergleich der basalen mit der aktivierten FC besteht eine gute Ubereinstimmung
(r = 0,65). Beide bilden also ahnliche Merkmale ab. Diese Ubereinstimmung ist dhnlich
stark wie die der Fibrinplatten mit normaler und aktivierter Euglobulinfraktion (FP-NEF
und FP-DEF) untereinander (r = 0,72). Es besteht eine schwach bis mittelstarke Korre-
lation der basalen FC zur Fibrinplatte selbst (FP-NEF: r = 0,44; FP-DEF: r = 0,33), dies
stimmt mit den Ergebnissen aus den Untersuchungen der Kollektive Uberein. Hier
liegen die FC- und Fibrinplattenwerte bei den Thrombosekollektiven niedriger als beim
Normalkollektiv und zeigen entsprechend eine verringerte Fibrinolyseaktivitat an.

Im Gegensatz zur basalen FC ist die aktivierte FC aufgrund ihrer Konzeption
hauptsachlich in der Lage, die kontaktphasenvermittelte Aktivierung von Plasminogen
abzubilden. Dabei ist der methodische Ansatz der Kontaktaktivierung mittels eines Poly-
anion, bzw. Glykosaminoglykan (Dextransulfat) sowohl beim Verfahren der FC, als auch
der Fibrinplatte wirksam, erkennbar an den Korrelationen zwischen FC und Fibrinplatte.
Die Hohe der Korrelation der aktivierten FC gegenuber den Fibrinplattenvarianten ist in
etwa gleich wie die flr die basale FC. Nur ist hier die Ubereinstimmung zur Fibrinplatte
mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) (r = 0,44) groler als die zur Fibrinplatte mit
normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) (r = 0,40), also genau umgekehrt wie bei der
basalen FC.

Die Wirksamkeit der Kontaktphasenaktivierung zeigt sich in einer mittelstarken Uberein-
stimmung der aktivierten FC mit den Parametern Faktor XlI (r = 0,55) und Plasminogen

(r = 0,52). In diesem Zusammenhang steht die Beobachtung, dass die Faktor XlI-Werte
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beim Thrombosekollektiv (Gesamt) (76%) niedriger liegen als beim Normalkollektiv
(98%), die Plasminogenwerte dagegen jedoch héher (117,4% vs. 98,1%). Dabei deuten
die niedrigeren Faktor XlII-Werte eher eine verminderte kontaktphasenabhangige Fibri-
nolyse an. Die erhdhten Plasminogenwerte sind eher reaktiv zu verstehen. In der Sum-
me fallt die aktivierte FC aber fur die Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv
(Gesamt)”) und T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) im Vergleich zum
Normalkollektiv niedriger aus.

Des Weiteren bestehen schwache Korrelationen der aktivierten FC bezuglich D-Dimer
(r =-0,26) und TPZ (r = 0,32). Die negative Korrelation zu D-Dimer ist gleich stark wie
bei der basalen FC ausgepragt. Insgesamt ist D-Dimer als Thromboseparameter jeweils
schwach negativ mit der basalen (r = -0,28) und der aktivierten FC (r = -0,26) korreliert.
Somit scheint die FC in der Lage zu sein, eine Thrombose anzeigen zu konnen. Noch
starker verhalt sich die Fibrinplatte zu D-Dimer (r = -0,40 fur FP-NEF und r = -0,55 fur
FP-DEF). Also scheint die Fibrinplatte besser als die FC in der Lage zu sein, Thrombo-
sen anzeigen zu koénnen. Dabei werden fur D-Dimer positiv pradiktive Werte von
9,5 - 25% angegeben bei negativ pradiktiven Werten von 98 — 99,6% und odds ratio’s
von 2 bis 4 fiir erhdhte Werte (abhéngig von der jeweiligen Methode) (188179,

Die Korrelation der FC (insbesondere der aktivierten FC) mit oap-Antiplasmin
(b FC: r=0,20; a FC: r = 0,58) ist primar nicht verstandlich. Méglicherweise kann man
sie durch wechselseitige Korrelationen erklaren, die durch eine kompensatorische
Reaktion auf erhdhtes Plasminogen bedingt sind. Es besteht auch eine Korrelation von
az-Antiplasmin zu Plasminogen (r = 0,38), wodurch auch die ay-Antiplasmin-
konzentration mit der Hohe der FC verbunden ist, da eine Korrelation von Plasminogen
zur FC besteht (b FC: r = 0,38; a FC: r = 0,52). Die Fibrinplatte als Referenzparameter
der Fibrinolyse zeigt ahnliche Korrelationen zu ap-Antiplasmin (r = 0,21 fur FP-NEF und
r = 0,32 fur FP-DEF). Auf der anderen Seite lasst sich die Korrelation zwischen der FC
und az-Antiplasmin durch einen leichten Abfall der a,-Antiplasminwerte beim Thrombo-
sekollektiv (Gesamt) (98,5% vs. 108,3%) erklaren, die aber im Normbereich liegen. Bei
niedrigeren Werten der aktivierten FC beim Thrombosekollektiv liegen gleichzeitig auch
etwas niedrigere Werte fur a-Antiplasmin vor. Darin zeigt sich auch, dass unsere ein-
gesetzte Oxidationslésung suffizient in der Lage ist, az-Antiplasmin zu inhibieren. Falls
das nicht der Fall ware, wirden erhdhte ax-Antiplasminwerte zu einem niedrigeren FC-
Wert fUhren.
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In diesen Korrelationen zeigt sich die Fahigkeit der FC in beiden Varianten, die wesent-
lichen Einflussparameter der Fibrinolyse abzubilden, ohne einseitig zu sein. Die basale
FC ist sensitiver in Bezug auf PAI-1, die aktivierte FC sensitiver in Bezug auf Faktor XII
und Plasminogen. Ebenso zeigen sich Hinweise fur das Vorliegen einer Thrombose an

der Korrelation zu D-Dimer.

4.2.3.2. Fibrinplatte (FP)

Bei den Fibrinplattenuntersuchungen in ihren beiden Varianten mit normaler (FP-NEF)
und aktivierter (FP-DEF) Euglobulinfraktion, die ahnlich wie die FC bezuglich ihrer
Plasmavorbereitung aufgebaut sind, ergeben sich hoch signifikant kleinere Lyseflachen
in den Thrombosekollektiven im Vergleich zum Normalkollektiv. Diese beiden Tests
messen wie die FC die fibrinolytische Aktivitat in einer Art Globaltest, erzielen aber ein-
deutigere Ergebnisse. Eine praktikable Losung zur Erfassung einer fibrinolytischen
Gesamtkapazitat stellen sie aber wegen der aufwendigen Durchfiihrung nicht dar, sonst
waren sie in der Routinediagnostik weiter verbreitet.

Die Fibrinplatte als Referenzmethode zeigt fir die beiden Varianten mit normaler und
aktivierter Euglobulinfraktion (FP-NEF und FP-DEF) im Vergleich zu den einzelnen
anderen Parametern eine jeweils ahnlich starke Korrelation. Die Kontaktphasenstimula-
tion scheint bei der Euglobulinfraktion einen nicht so grof3en Einfluss zu haben wie bei
der FC und ihren Varianten. Dazu ist die Fibrinplatte vermutlich methodisch nicht in der
Lage, da die Euglobulinfraktion in dem Agarose-Plasminogen-Fibrin-Gemisch keine
Modulation einer Kontaktphasenaktivierung zulasst.

Faktor Xl zeigt Gbereinstimmend eine etwas starkere Korrelation fir die Fibrinplatte mit
aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) (r = 0,43) als fur die Fibrinplatte mit normaler
Euglobulinfraktion (FP-NEF) (r = 0,32). Plasminogen ist in der Fibrinplatte im Uber-
schuss enthalten. Deshalb hat das Plasma-Plasminogen keinen Einfluss auf die
LysegrofRe. (Plasminogen wird aber in der FC gut erfasst.) Die beiden Varianten der
Fibrinplatte haben im Vergleich zur basalen FC eine schwachere Korrelation zu PAI-1.
Auffallig ist die deutlich starkere negative Korrelation zu D-Dimer im Vergleich zur FC
(FP-NEF r = -0,40, FP-DEF r = -0,55). Die Fibrinplattenmethode scheint gegenuber der
FC im starkeren Male einen Hinweis auf eine Thrombose geben zu kénnen.

Im Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen sind wir bei Untersuchungen der Fibrinolyse
mittels der Fibrinplatte zu ahnliche Ergebnissen gekommen: bei Patienten mit throm-

bembolischen Ereignis sind die Lyseflachen kleiner als bei gesunden Probanden. Die
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Unterschiede zwischen den Ergebnissen einzelner Arbeitsgruppen erklaren sich haupt-
sachlich durch methodische Abwandlungen im Aufbau der Fibrinplatte und sind nicht

von gravierender Bedeutung ('7"173).

4.2.3.3. TPZundaPTT

TPZ und aPTT zeigen fur die Kollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”’) und T-—
("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) im Vergleich zum Normalkollektiv eine
hoch signifikant verzdgerte Gerinnung mit niedrigeren TPZ- und héheren aPTT-Werten.
Diese Unterschiede sind wahrscheinlich nicht relevant, einerseits wegen der geringen
Differenz der Werte, andererseits kdnnen, trotz groRter Sorgfalt und persénlicher
Kontrolle, Patienten erst nach Beginn einer antikoagulatorischen Therapie
eingeschlossen worden sein. Aus allen weiteren Korrelationen lasst sich nur die
Aussage treffen, dass eine gleichsinnige Korrelation in Bezug auf die gemessene
Gerinnungszeit besteht.

Untereinander korrelieren TPZ und aPTT negativ mit r = -0,33.
4.2.3.4. Fibrinogen

Bei allen Thrombosekollektiven ist die Fibrinogenkonzentration hoch signifikant und
deutlich hoher als beim Normalkollektiv und liegt oberhalb des Referenzwertes, auch
wenn der Interquartilabstand z.T. sehr grol} ist. Eine erhdhte Fibrinogenkonzentration
(Hyperfibrinogenamie) ist z. B. bei genetischen Varianten oder bei Akute-Phase-
Reaktion (Entzindung/Gewebeschadigung) zu beobachten und stellt einen starken
Risikofaktor fur eine Thrombembolie dar. Dadurch wird deutlich, dass es sich bei den
ausgewahlten Kollektiven um Personen mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung
eines thrombembolischen Ereignisses handelt. Bemerkenswert ist, dass selbst das
Thrombosekollektiv "nur alte Thrombose/positive Familienanamnese” (T p) hoéhere
Fibrinogenwerte aufweist. Insgesamt konnten wir die Ergebnisse anderer Arbeitgruppen
reproduzieren, z. B von A. Swiatkiewicz (165), Fibrinogen korreliert des Weiteren mittel-
stark mit D-Dimer (r = 0,56) und PAI (r = 0,53). Schwache bis mittelstarke Ubereinstim-
mung besteht fur die Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) (r = -0,47),
die Korrelation zur Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) ist nur

schwach (r = -0,30) ausgepragt.
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4.2.3.5. Antithrombin Il

Zwar haben die Thrombosekollektive einen hoch signifikant niedrigeren Antithrombin Ill-
Wert als das Normalkollektiv, samtliche Mediane der Untergruppen liegen aber im
Normbereich. Fur das Thrombosekollektiv Tp ("nur alte Thrombose/positive Familien-
anamnese”) ist dieser Unterschied nicht so stark ausgepragt wie flr die anderen Unter-
gruppen. Antithrombin 1l korreliert mittelstark mit D-Dimer (r = -0,58) als Hinweis fur
eine Assoziation zu einer Thrombose, sonst schwach mit anderen Parametern. Es lasst
sich aber anhand eines Antithrombin llI-Wert im unteren Normbereich keine sichere
Thromboseneigung diskutieren. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit

(61, 165, 174-178) ' die daraufhin deuten, dass ein Grofteil

anderen Ergebnissen, z.B. von
aller Thrombosen durch verminderte Konzentrationen von Antithrombin Il und Protein C

und S begunstigt werden.

4.2.3.6. Faktor XIl

Die Thrombosekollektive haben einen hoch signifikant niedrigeren Faktor XlII-Wert als
das Normalkollektiv. Fur die Thrombosekollektive T+ ("akute Thrombose mit Thrombo-
seneigung”) und Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”) ist dieser Unter-
schied nicht so stark ausgepragt wie fur die anderen Untergruppen. Die Mediane liegen
nur knapp oberhalb des Normbereiches. Dies stimmt mit anderen Untersuchungen
liberein ' 1% 179 ynd entspricht der Tatsache, dass die Fibrinolyse von Kontakt-

phasenfaktoren abhangig ist.

4.2.3.7. ProC Global

Fir das Protein C-System Testkit ProC Global ergeben sich hoch signifikant niedrigere
Werte fir die Thrombosekollektive, die in ihrem Median, bis auf das Thrombosekollektiv
Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”), unterhalb des Normbereiches
lagen. Zum einen kann auch hier nicht endgultig ausgeschlossen werden, dass trotz
grofldter Sorgfalt Patienten nach Beginn einer antikoagulatorischen Therapie einge-
schlossen worden sind, zum anderen kommt auch hier die Tatsache zum Tragen, dass
Defekte im Protein C- und S-System (einschlieBlich aPC-Resistenz) fur einen grof3en
Anteil der thrombembolischen Ereignisse verantwortlich sind, also auch fir die in unse-
rem Kollektiv. Die Untersuchungen dartber sind vielfaltig und entsprechen in etwa den

unseren (124, 165-166, 175, 177, 180-188).
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4.2.3.8. oz-Antiplasmin

Bei den Thrombosekollektiven T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)’) und T- ("akute
Thrombose ohne Thromboseneigung”) liegen die Mediane des ap-Antiplasmin hoch
signifikant niedriger als beim Normalkollektiv. Dieser Unterschied ist aber nicht stark, da
die Mediane dicht beieinander und auch im Normbereich liegen. Gleichzeitig hat das
Thrombosekollektiv T+ ("akute Thrombose mit Thromboseneigung”) im Vergleich zu T—
("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) ein hoch signifikant hoheres
az-Antiplasmin. Fur die fibrinolytische Aktivitat hat dies jedoch keine Bedeutung, weil ein
niedrigeres ay-Antiplasmin mit einer niedrigeren antifibrinolytischen Aktivitat verbunden
ist. Im Literaturvergleich wurden sowohl normale '®®, als auch erhéhte °9 Werte fiir
az-Antiplasmin bei akuter Thrombose gefunden. Ebenso wurde eine Blutungsneigung
bzw. Hyperfibrinolyse bei a,-Antiplasminmangel beschrieben (''%) Diese Angaben
uber erhohte bzw. normale Werte von ax-Antiplasmin entsprechen in etwa unseren
eigenen Ergebnissen, da die Abweichung vom Normalkollektiv nur gering und zu ver-
nachlassigen ist (108,3% vs. 98,5 bzw. 91,6%). Der Grund fur unser etwas erniedrigtes

az-Antiplasmin ist am ehesten als reaktive Hyperfibrinolyse zu verstehen.

4.2.3.9. Plasminogen

Plasminogen ist in allen Thrombosekollektiven im Vergleich zum Normalkollektiv hoch
signifikant erhoht. Das Thrombosekollektiv T- ("akute Thrombose ohne Thrombosenei-
gung”) hat dabei ein signifikant niedrigeres Plasminogen als Tp ("nur alte Thrombose/
positive Familienanamnese”). Auch dieser Unterschied ist wie beim ax-Antiplasmin nicht
stark und flr die fibrinolytische Aktivitat ohne Bedeutung.

Hereditare Plasminogenmangel sind eine seltene Ursache flr eine Thrombembolie (161,
177.1941%%) ynd sind bei unseren Ergebnissen so gut wie ausgeschlossen. Uber das Ver-
halten des Plasminogens im Verlauf einer akuten Thrombose gibt es keine genauen
Aussagen (189 Bei uns war das Plasminogen bei den Thrombosekollektiven im Ver-
gleich zum Normalkollektiv leicht, aber hoch signifikant erhéht (98% vs. 117%). Das
Plasminogen liegt damit immer noch im Normbereich, die Erhohung lasst sich, wie auch

bei ap-Antiplasmin, ggf. reaktiv verstehen.

4.2.3.10. D-Dimer

Beim D-Dimer ist der Interquartilbereich bei den Thrombosekollektiven deutlich groRer
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als beim Normalkollektiv. Die Werte liegen zudem, aulier beim Kollektiv Tp ("nur alte
Thrombose/positive Familienanamnese”), hoch signifikant Gber dem Normalkollektiv, als
deutlichen Hinweis fur eine akute Thrombose. Das Kollektiv Tp hat auch einen héheren
Median mit einem deutlich groReren Quartilabstand als das Normalkollektiv. Das ist
aber aufgrund der zu geringen Fallzahl nicht verwertbar, da die Streubreite beim Nor-
malkollektiv ebenso groB} ist. Zwischen den Thrombosekollektiven T— ("akute Throm-
bose ohne Thromboseneigung”) und Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanam-
nese”) besteht ein signifikanter Unterschied. D-Dimer als Thromboseindikator zeigt
schwache bis mittelstarke Ubereinstimmungen mit verschiedenen Risikofaktoren fiir
Thrombose und Indikatoren fir eine eingeschrankte fibrinolytische Aktivitat (Antithrom-
bin Il (r = -0,58), Fibrinogen (r = 0,56), Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion
(FP-DEF) (r = -0,55), Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) (r = -0,40),
PAI (r=0,37), ProC Global (r = -0,36), Faktor XII (r = -0,30)).

D-Dimer ist bekanntermaRen ein mit akuter Thrombose assoziierter Parameter "%, Er
hat vor allem einen hohen negativ pradiktiven Wert und eignet sich daher zum Aus-
schluss einer akuter Thrombose '%%17%_ Aus diesem Grund ist es auch nicht verwunder-
lich, dass beim Thrombosekollektiv Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamne-
se”) im Vergleich zum Normalkollektiv selbst ohne akute Thrombose erhdhte Werte vor-
kommen. Bei erhdhten Werten besteht ein erhdhtes Risiko flr eine Thrombose mit einer

odds ratio von 2 bis 4 (197,

4.2.3.11. PAI-1

PAI-1 als maligeblicher Fibrinolyseaktivatorinhibitor liegt in den Thrombosekollektiven
im Vergleich zum Normalkollektiv in signifikant hdherer Aktivitat vor. Auch als allgemei-
ner Indikator fur eine Thromboseneigung zu werten . Erhdhte PAI-1-Werte werden zum
grolden Teil fUr eine reduzierte fibrinolytische Aktivitat verantwortlich gemacht und im
Zuge dessen auch fiir venése Thrombosen (4% 198201 ohwohl PAI-1 selbst ein
schlechter pradiktiver Parameter ist ?°?. So kann man im Verlauf einer akuter Throm-
bose einen bis zu dreifach hoheren PAI-1-Wert finden als im gesunden Normalkollektiv
(165.19) ' Dieser erhohte Wert normalisiert sich aber in den meisten Fallen ('®®. Unsere
Ergebnisse spiegeln dies wider: bei den Thrombosekollektiven liegt ein etwa zweifach
hoherer PAI-1-Wert als beim Normalkollektiv vor. Eine Ausnahme bildet das Thrombo-

sekollektiv Tp ("nur alte Thrombose/positive Familienanamnese”), bei dem sogar ein
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dreifach héherer Wert gefunden wurde bei nur geringem Interquartilbereich. Moéglicher-

weise liegen hier angeborene Defekte in der Regulation der PAI-1-Konzentration vor.

4.3. Regressionsanalyse

In der Regressionsanalyse (Kapitel 3.3.8.) wurden zusatzlich zu den Parametern der
Korrelationsanalysen als weitere Parameter das Alter und Geschlecht der Personen,
sowie eine Variable zur Kollektivklassifikation (Dummy-Variable fur das Normal-,
Schwangeren- und Thrombosekollektiv) eingefihrt. Dabei ergeben sich in der Regres-
sionsanalyse fur die beiden FC-Varianten bei der Berechnung der Regressionsglei-
chung unterschiedliche standardisierte beta-Koeffizienten als erklarende Einflussvariab-
len auf die FC, in etwa entsprechend den Ergebnissen in den Korrelationsanalysen.

Far die basale FC wird PAI-1 als hauptsachliche erklarende (negative) Einflussvariable
mit einem beta von -0,57 gefunden. Als weitere wesentliche Variable wird Plasminogen
identifiziert (beta = 0,51). Der Einfluss anderer Variablen ist im Vergleich dazu deutlich
geringer. Die Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) als Fibrinolyse-
Referenzparameter hat ein beta von 0,18, das Geschlecht ein beta von 0,13 und das
Thrombosekollektiv lediglich ein beta von -0,12. Sie fuhren demnach nur zu einer gerin-
gen mathematisch/statistisch erklarbaren Beeinflussung der basalen FC. Dies ent-
spricht auch der Beobachtung der basalen FC im Vergleich der Kollektive (Kapitel
3.3.6.1.). Dort ergibt sich zwar eine hoch signifikante Differenz des Normalkollektives
bezuglich der Thrombosekollektive T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”) und T— ("akute
Thrombose ohne Thromboseneigung”). Diese ist aber nicht besonders grol3 (63,6% vs.
49,2%). Somit ist auch kein grolReres beta zu erwarten. Der mathematisch/statistisch
erklarbare Einfluss der Fibrinplatte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) auf die
basale FC ist im Vergleich zum Korrelationskoeffizienten (r = 0,44) deutlich geringer.
Die Variablen Alter, TPZ, aPTT, Fibrinogen, Antithrombin Ill, Faktor XII, ProC Global,
D-Dimer, Fibrinplatte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) und das Schwangeren-
kollektiv werden aus der Berechnung der Regressionsanalyse entsprechend der vorher
festgelegten Aufnahme- und Ausschlusskriterien bei der kritischen Wahrscheinlichkeit
des F-Wertes von p = 0,05 ausgeschlossen. Erstaunlich ist der Ausschluss der Fibrin-
platte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) und D-Dimer als erklarende Variable
fur die basale FC, obwohl Korrelationen von r = 0,33 bzw. r = 0,28 vorliegen.

Insgesamt entspricht dies in etwa den gefundenen Korrelationskoeffizienten und der

biochemischen Konzeption des Testes. Die gefundenen Variablen haben einen hoch
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signifikanten Einfluss auf die basale FC und erklaren 58,3% der Hohe des Messwertes.
Dabei sind PAI-1 und Plasminogen die wesentlichen erklarenden Parameter fir die
Variabilitat der basalen FC. Sie wird demnach hauptsachlich durch die Hohe dieser bei-
den Parameter bestimmt. Die anderen Parameter haben einen deutlich geringeren Ein-
fluss auf die basale FC. Dies steht im Einklang mit der Literatur, in der eine reduzierte
Fibrinolytische Aktivitat, meist PAI-1 vermittelt, in bis zu 30-40% fur vendse Thrombo-
sen verantwortlich gemacht wird (siehe Kapitel 4.2.3.11.).

FUr die aktivierte FC wird Plasminogen als hauptsachliche erklarende Variable mit
einem beta von 0,52 gefunden. Das Thrombosekollektiv hat einen mathematisch/
statistisch negativen Einfluss auf die aktivierte FC mit einem beta von -0,26, entspre-
chend der groRReren Differenz der Werte der aktivierten FC im Vergleich zur basalen FC
beim Vergleich des Normalkollektives mit den Thrombosekollektiven (Kapitel 3.3.6.1.
und 3.3.6.2.). Die weiteren erklarenden Variablen ao-Antiplasmin (beta = 0,21), Fibrin-
platte mit aktivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) (beta = 0,19), Faktor XII (beta = 0,17),
PAIl (beta = -0,16) und Antithrombin Il (beta = -0,14) haben einen geringeren Einfluss
auf die aktivierte FC, obwohl z.B. flr das ax-Antiplasmin eine Korrelation von r = 0,58
vorliegt. Der Einfluss einer kausalen Variable wie Faktor XII oder der Fibrinplatte mit ak-
tivierter Euglobulinfraktion (FP-DEF) ist trotz einer mittelstarken Korrelation (r = 0,44
bzw. r = 0,55) nur gering.

Die Variablen Alter, Geschlecht, TPZ, aPTT, Fibrinogen, ProC Global, D-Dimer, Fibrin-
platte mit normaler Euglobulinfraktion (FP-NEF) und das Schwangerenkollektiv werden
auch hier wieder aufgrund der vorher festgelegten Aufnahme- und Ausschlusskriterien
ausgeschlossen. Auch hier wird wieder FP-NEF und D-Dimer ausgeschlossen.

Bei der aktivierten FC haben die gefundenen Variablen einen hoch signifikanten Erkla-
rungsanteil von 62,3% der Hohe des Messwertes, wobei das Plasminogen den wesent-
lichen erklarenden Parameter fur die Variabilitat der aktivierten FC darstellt. Des Weite-
ren wird noch durch den Zustand Thrombose ein Teil der Hohe der aktivierten FC
erklart. Die anderen Parameter haben einen geringeren Erklarungsanteil. Plasminogen
hat sowohl in der basalen, wie auch in der aktivierten FC vergleichbare beta-Werte
(0,51 bzw. 0,52), so dass beide Testsysteme die Starke der Abhangigkeit der Fibrinoly-
se von Plasminogen vergleichbar abbilden. Bei der aktivierten FC ist die Wirkung der
Kontaktaktivierung groRer als die Wirkung der Fibrinolyseinhibitoren (PAI-1). Dies ist
durch den prinzipiellen Aufbau des Testsystems der aktivierten FC zu verstehen, da

eine starke Kontaktaktivierung immer zu einer starken Umsetzung von Plasminogen zu
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Plasmin fuhren muss. Das wird sich wiederum in einem Testsystem mit Plasmin als
Endsubstrat niederschlagen, sofern nicht Plasminogen selber Ursache einer Thrombo-
se ist. Im Wiederspruch dazu steht die Tatsache, dass bei uns Plasminogen in den
Thrombosekollektiven im Vergleich zum Normalkollektiv erhdht war. Dies alleine musste
eigentlich in den statistischen Analysen zu negativen Koeffizienten fihren und nicht wie
bei uns zu positiven. Jedoch haben die Thrombosekollektive unabhangig bzw. trotz des
hoheren Plasminogens in unserem Testsystem eine niedrigere Fibrinolytische Kapazi-
tat. Eine erniedrigte Fibrinolyse lasst sich also nicht auf ein erniedrigtes Plasminogen
reduzieren, sondern auch die Regulation von Plasminogen/Plasmin mit Aktivatoren und
Inhibitoren kommt in Betracht.

Fir beide FC-Varianten besteht kein erklarender Einfluss durch das Alter, TPZ, aPTT,
Fibrinogen, ProC Global, D-Dimer und Schwangerschaft. Der Grund fur den fehlenden
erklarende Einfluss durch das Schwangerenkollektiv durfte in der geringen Fallzahl der
Schwangeren (N = 17) liegen, da im Vergleich des Schwangerenkollektives mit dem
Normalkollektiv ein eindeutiger und hoch signifikant niedrigerer basaler FC-Wert gefun-
den wurde, der sich am ehesten durch hohe PAI-Spiegel (insbesondere PAI 2) erklaren
lasst. Bemerkenswert ist noch der mathematisch/statistisch fehlende Einfluss durch
Fibrinogen auf die FC, obwohl Fibrinogen ein Risikofaktor fir Thrombose ist und bei
den Thrombosekollektiven im Vergleich zum Normalkollektiv hoch signifikant héhere
Werte hat. Fibrinogen ist zwar ein Risikofaktor fur Thrombose, aber scheinbar durch
einen anderen Mechanismus und wird von daher auch nicht in der FC erfasst (siehe
Kapitel 3.1.6.3.). AuRerdem ist die Uberschneidung der Werte bei den Thrombosekol-
lektiven mit denen aus dem Normalkollektiv sehr stark.

4.4. Priliminire Aussagen hinsichtlich der Ubereinstimmung der FC-

Varianten mit Thrombose und der FC-Varianten untereinander

Zur weiteren Beurteilung der Verwendung der FC als diagnostischen Test zur Erken-
nung einer Thrombose flihrten wir praliminare Untersuchungen durch, die aber auf-
grund der zu geringen Fallzahl und der Zusammensetzung des Thrombosekollektives
keine ausreichende Aussagefahigkeit besitzen.

Zur Abschatzung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat legten wir ein Entschei-
dungskriterium (Cut-Off) flr die basale und aktivierte FC fest, anhand dessen die bei-
den FC-Varianten in Werte ober- und unterhalb des Entscheidungskriteriums dichoto-

misiert werden. AnschlieRend lasst sich daraus das relatives Risiko fur das Vorhanden-
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sein einer Thrombose bei einer FC unterhalb des Entscheidungskriteriums errechnen.
Als Voraussetzung dafur wahlen wir fur den Vergleich von Thrombose- und Normalkol-
lektiv das Thrombosekollektiv T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”). Der
Anteil der Varianz der FC, also der Anteil der Variation der FC-Werte an der gesamten
Variation, der durch das Vorliegen einer Thrombose erklart wird, liegt flr diese Unter-
gruppe fur die basale FC bei 4,0% und fir die aktivierte FC bei 8,4% (Zusammen-
hangsmal’ Eta?). Beim Thrombosekollektiv T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”) liegt das
Zusammenhangsmald Eta? fur die basale FC bei 5,6% und fur die aktivierte FC bei
9,9%. Es handelt sich aber beim Thrombosekollektiv T— um die grofte einheitliche Un-
tergruppe, Storfaktoren und Fehler dirften bei dieser Gruppe am geringsten sein.
Anhand dieser Analyse wird deutlich, dass der Gesamtzusammenhang zwischen der
Varianz der basalen und aktivierten FC und dem Vorliegen einer Thrombose also nur
schwach ausgepragt ist. Maximal 9,9% der Varianz der (aktivierten) FC lasst sich durch
eine Thrombose erklaren. Die aktivierte FC scheint aufgrund des Zusammenhangsma-
Res besser in der Lage zu sein, Fibrinolysestérungen als Ursache fiir eine Thrombose
zu erkennen. Der Zusammenhang von Varianz der FC und Vorliegen einer akuten
Thrombose bzw. von Fibrinolysestérungen und Thrombose im ganzen Kollektiv ist
dabei insgesamt nur schwach ausgepragt, da sich zum einen Eta? eben auf das ganze
Kollektiv (Normalkollektiv und eine Thrombosekollektiv-Untergruppe) bezieht und zum
anderen im Verhaltnis aller vendsen Thrombosen auch nur ein geringer Anteil durch
eine Fibrinolysestdérung verursacht wird.

Der grol3e Hauptanteil aller Thrombosen wird dabei durch Hamostasestérungen verur-
sacht (hauptsachlich Stérungen der Aktivitdt von Antithrombin Il und Protein C und S,
einschliellich aPC-Resistenz (z.B. Faktor V-Leiden)). Wenn man aber bedenkt, dass
sich das Eta? auf eine Gruppe von N = 237 fur das Normalkollektiv und das Thrombo-
sekollektiv T ("Thrombosekollektiv (Gesamt)”), bzw. N = 211 fur das Normalkollektiv und
Thrombosekollektiv T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) bezieht, bei de-
nen jeweils ein Anteil von 31,6% bzw. 23,2% Thrombosen vorliegen, so stimmt der An-
teil der erklarenden Varianz der FC-Varianten durch Vorliegen einer Thrombose in etwa
mit dem in der Literatur angegebenen Anteil (iberein (62 145 161-162, 164, 166, 198, 200) g4 |ig-
gen hier Angaben vor, dass bis zu 30-40% der thrombembolischen Ereignisse mit einer
eingeschrankten fibrinolytischen Kapazitat einhergehen, so wie eingangs schon erlau-
tert (Kapitel 4.2.3.11.). Dabei steht eindeutig PAI-1 im Vordergrund, wie das von uns

auch in der Regressionsanalyse fiir die basale FC bestatigt wird (62 145 161. 164166, 198, 200)
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Eine eindeutige Zuordnung einer eingeschrankten fibrinolytischen Kapazitat als kausale
Ursache fur eine Thrombose ist dabei erst nach Ausschluss anderer Ursachen, wie
z. B. durch Stérungen beim Antithrombin Ill und Protein C und S einschlie3lich aPC-
Resistenz zu treffen (58, 165, 174-175, 177, 182-185).

Anschlieend legen wir flr die Gruppe des Normalkollektives und des Thrombosekol-
lektives T— ("akute Thrombose ohne Thromboseneigung”) mit Hilfe der Receiver-
operating-characteristic curve (ROC-Kurve) die Lage eines Entscheidungskriteriums
(Cut-Off) fur die FC zur Erkennung von Thrombosen bei der maximalen Effizienz fest.
Die ROC-Kurve stellt die Wahrscheinlichkeit der richtig positiven Resultate eines dia-
gnostischen Testes als Funktion der Wahrscheinlichkeit der falsch positiven Resultate
dar und legt somit die diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat fest. Fur die basale FC
liegt das Entscheidungskriterium bei der maximalen Effizienz von 33,0% der bei uns
gemessenen Fibrinolytischen Kapazitat mit einer daraus folgenden diagnostischen
Sensitivitat von 32,7% und diagnostischen Spezifitat von 96,3%. Fur die aktivierte FC
liegt es bei 66,2% der Fibrinolytischen Kapazitdt mit einer diagnostischen Sensitivitat
von 42,9% und diagnostischen Spezifitat von 94,4%. Der Zusammenhang ist nach dem
y3-Test und dem exakten Test nach Fischer hoch signifikant (p < 0,001) fur beide FC-
Varianten.

Das Entscheidungskriterium der basalen FC liegt deutlich unterhalb der aktivierten FC.
Die basale FC scheint erst bei stark erniedrigten Werten auf eine Thrombose hinzudeu-
ten. Dies entspricht etwa den Ergebnissen der Untersuchung des Zusammenhanges
von FC und Thrombose. Hier zeigt die basale FC nur einen halb so starken Zusam-
menhang mit Thrombose wie die aktivierte FC (Eta? = 5,6% vs. 9,9% fir T und 4,0% vs.
8,4% flr T—). Bei der basalen FC liegt das Entscheidungskriterium auch bei einem nur
halb so hohen Wert wie bei der aktivierten FC. Ebenso liegt der Median der basalen FC
fur das Normalkollektiv und das Thrombosekollektiv T bzw. T— niedriger als bei der akti-
vierten FC (fur NK: 63,6 + 55,7% vs. 91,8 +72,9%; fur T: 53,0 + 42,7% vs. 76,3 +
34,2%; fur T—: 49,2 + 54,1% vs. 72,3 + 35,2%). Die Ergebnisse stimmen also in etwa
uberein.

Nach Festlegung der Lage des Entscheidungskriteriums erfolgt eine Dichotomisierung
der beiden FC-Varianten in Werte ober- und unterhalb der Entscheidungsgrenze. Aus
den dichotomisierten Variablen der FC und der verwendeten Gesamtkollektiv-

Teilgruppe (Normalkollektiv und Thrombosekollektiv T— ("akute Thrombose ohne
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Thromboseneigung”)) wird untersucht, welche Vorhersagekraft die FC flr eine akute
Thrombose besitzt, bzw. welches relative Risiko fir eine Person mit einem FC-Wert un-
terhalb des Entscheidungskriteriums fur eine akute Thrombose besteht.

Die positive Vorhersagewahrscheinlichkeit (positiv pradiktiver Wert) fur das Vorliegen
einer Thrombose bei FC-Werten unterhalb der Entscheidungsgrenze liegt bei der basa-
len FC bei 72,7% und der aktivierten FC bei 70,0%. Die negative Vorhersagewahr-
scheinlichkeit (negativ pradiktiver Wert ) fur den Ausschluss einer Thrombose bei FC-
Werten oberhalb der Entscheidungsgrenze liegt fur die basale FC bei 82,5% und fur die
aktivierte FC bei 84,5%. Das errechnete relative Risiko (odds-ratio) flr eine Thrombose
bei FC-Werten unterhalb der Entscheidungsgrenze ist demnach fur die basale FC
12,6-fach und fur die aktivierte FC 12,7-fach gegentber unserem Normalkollektiv
erhoht. Damit besitzt die FC laut diesen praliminaren Untersuchungen folgende Test-

charakteristiken:

Testcharakteristiken basale FC <150 aktivierte FC <150
Entscheidungsgrenze 33,0% 66,2%
Diagnostische Sensitivitat 0,327 0,429
Diagnostische Spezifitat 0,963 0,944
Effizienz 0,815 0,825
positiv pradiktiver Wert 0,727 0,700
negativ pradiktiver Wert 0,825 0,845
odds-ratio 12,61 12,75
Tabelle 4.1. Testcharakteristik der FC.

Damit ist die FC bei dieser niedrigen Sensitivitat und hohen Spezifitat fir Thrombose im
eigentlichen Sinne kein Screening-Test, sondern vielmehr ein spezifischer Test zur Er-
kennung bzw. zum Ausschluss von durch Fibrinolysestorungen verursachten Thrombo-
sen. Die Ubereinstimmung der beiden FC-Varianten bei der diagnostischen Entschei-
dung fur eine vorliegende Thrombose liegt bei 61,3% (Cohen-Kappa-Koeffizient). Darin
zeigt sich auch der unterschiedliche Informationsgewinn durch die FC-Varianten.

Fir den haufigsten prothrombogenen Defekt, die Faktor V-Leiden Mutation, wird ein in
etwa drei- bei funffach erhdhtes relatives Risiko fur das Auftreten einer venésen Throm-

180-182, 186-188, 203-204)

bose bei heterozygoter Mutation angegeben ( . FUr die Mutation

G20210A im Prothrombin Gen wird ein in etwa zwei- bis vierfaches Risiko angegeben
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(182,187, 203, 205-207) Eijr andere Defekte werden vergleichbare relative Risiken errechnet,
die fur kombinierte Stérungen erheblich hoéher liegen.

Das in unserem Kollektiv errechnete Risiko ist zum einen auffallend hoch und stimmt
zum anderen fir beide FC-Varianten auffallend gut Uberein. Der Test Fibrinolytische
Kapazitat bildet nicht einen spezifischen Parameter der Fibrinolyse ab, sondern soll
eine fibrinolytische "Summenaktivitat” widerspiegeln. Es wirken also verschiedene
Defekte innerhalb des fibrinolytischen Systems zusammen und sollen hierin abgebildet
werden. Dabei sind im Endergebnis, der Vorhersage von Ereignissen, beide Varianten
gleichwertig, auch wenn beide im einzelnen unterschiedliche Aspekte der Fibrinolyse
messen. Aufgrund des nur kleinen Kollektives und seiner Zusammensetzung mussen
diese Aussagen uber relative Risiken vorsichtig interpretiert werden. Sie sind nicht ohne
weitere Analysen auf groRere Kollektive tUbertragbar.

Falls bei der Abklarung eine akuten Thrombose keine Ursache im herkdbmmlichen Be-
reich erworbener und angeborener Thromboseneigung gefunden wird, ist dieser Fibri-
nolyse-Globaltest in der Lage, Ursachen innerhalb der Fibrinolyse zu erkennen. Die the-
rapeutische Konsequenz einer verminderten Fibrinolytischen Kapazitat entspricht dann
der von anderen Ursachen thrombembolischer Ereignisse: voribergehende oder per-

manente Antikoagulation.
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5. Zusammenfassung

Es wurde ein Fibrinolyse-Globaltest (Fibrinolytische Kapazitat, FC) in zwei Varianten
(basal und aktiviert mit Dextransulfat) vorgestellt. Das Prinzip des Testes ist ein
zweistufigen, indirekten enzymatischen Assay. In der ersten Stufe wird Urokinase
zugefihrt, welche mit Plasminogenaktivatorinhibitoren interagiert. Die noch freie
Urokinase aktiviert Plasminogen zu Plasmin. Die vorhandenen Antiplasmine im Plasma,
hauptsachlich a,-Antiplasmin, werden oxidativ mit Taurin-Chloramin inaktiviert, ohne die
Aktivitat von Urokinase, PAI oder Plasmin wesentlich zu beeinflussen. Schlief3lich wird
die resultierende Plasminmenge mit Hilfe eines chromogenen Substrates quantifiziert.
In einer zweiten Variante wird die kontaktphasenabhangige Fibrinolyse vorher sehr
potent mit Dextransulfat stimuliert.

Dieser Test ist in der Lage, summarisch Stérungen der Fibrinolyse als Ursache von
Thrombosen zu erfassen, da in ihn die Gesamtaktivitat der Aktivatoren und Inhibitoren
des Plasmas einfliel3t. Nach Kalibration und Untersuchungen zur Prazision und Reliabi-
litdt wurde zur Validierung des Testes der Einfluss von PAI-1, Fibrinogen und Plasmi-
nogen untersucht. Stérgroflen wie Antioxidantien, parenterale Antikoagulantien (Hepa-
rin, Nadroparin, Danaparoid und Lepirudin), Phenprocoumon, Aprotinin, Tranexamsau-
re, Thrombozyten und Bilirubin wurden ebenfalls untersucht. Zusatzlich wurde der Test
anhand eines Normal-, Thrombose- und Schwangerenkollektives evaluiert. Ebenfalls
untersucht wurde jeweils ein kleines Kollektiv von Schwangeren im Zeitverlauf und ein
Kollektiv von Patienten unter oraler Antikoagulation.

Beide FC-Varianten sind dabei unterschiedlich in der Lage die wichtigsten prothrombo-
tischen Faktoren abzubilden. So reagiert die basale FC eher auf Veranderungen der
PAI-1- und Plasminogenkonzentrationen, die aktivierte FC eher auf Plasminogen und
das Vorhandensein einer Thrombose als unabhangigen Parameter. Thrombose wird
also durch die aktivierte FC besser als durch die basale FC diagnostiziert, erkennbar an
dem hoheren beta-Koeffizienten fur Thrombose in der Regressionsanalyse (-0,12 vs.
-0,26), dem hdéheren Zusammenhangsmald Eta? von FC und Thrombose (5,6% vs.
9,9%), sowie der héheren Lage der Entscheidungsgrenze (Cut-Off) bei der FC fir eine
Thrombose (33,0% vs. 66,2%).

Bei den praliminaren Untersuchungen zur Testcharakterisierung zeigt sich allerdings,
dass beide FC-Varianten ahnliche Sensitivitat, Spezifitat und pradiktive Werte fur

Thrombose besitzen, wie auch ahnliche Werte des relativen Risikos flir Thrombose bei
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FC-Werten unterhalb der Entscheidungsgrenze (12,6 und 12,7). Hier zeigt sich, dass
durch die unterschiedliche Lage des Cut-Offs die unterschiedlich gute "Erkennbarkeit"
von Thrombosen der beiden FC-Varianten kompensiert wird. Die Gute der Thrombose-
erkennbarkeit ist also fiir beide Varianten gleichwertig, obwohl die Ubereinstimmung
untereinander nur 61,3% betragt.

Falls bei der Abklarung eine akuten Thrombose keine Ursache im herkommlichen Be-
reich erworbener und angeborener Thromboseneigung gefunden wird, ist dieser
Fibrinolyse-Globaltest in der Lage, Ursachen innerhalb des fibrinolytischen Systems zu

erkennen.

Schlagworte:

Fibrinolyse, Globaltest, Thrombose, Oxidantien
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