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1. Einleitung
1.1. Hamostaseologisches Gleichgewicht: Gerinnung und

Fibrinolyse

Nach einer Gefalverletzung kommt es zu einem komplexen und fein regulierten
Zusammenspiel verschiedener Systeme, die als Gerinnung und Fibrinolyse sowohl
eine dauerhafte Blutstillung, als auch einen ungehinderten Blutfluss sichern. Dabei
sind die im Rahmen der primaren Hamostase ablaufenden Prozesse, wie
Vasokonstriktion und Thrombozytenadhasion, wichtiger Ausgangspunkt fur die
plasmatische Gerinnung als sekundare Hamostase.

Die plasmatische Gerinnung vollzieht sich als Enzymkaskade Uber mehrere Schritte.
1964 wurde erstmalig von Mac Farlane und Davie et al. ein Gerinnungsmodell
postuliert, das aus einer Wasserfallsequenz einzelner Gerinnungsenzyme bestand,
und zur Thrombinbildung flhrt (20,27). Dieses Model hat bis heute Aktualitat. Die
Gerinnungsfaktoren sind grofRtenteils Serinproteasen, die im Plasma als inaktive
Zymogene zirkulieren und durch Spaltung aktiviert werden. Sie werden mit
romischen Ziffern bezeichnet, ein nachgestelltes ,a“ zeigt den aktiven Faktor an.
Klassischerweise wurde zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen Weg der
Blutgerinnung unterschieden. Der Ausgangspunkt des extrinsischen Weges ist die
Bindung des plasmatischen Faktors Vlla an subendotheliales Gewebsthromboplastin
(Tissue factor), was zur Bildung des FVlla-TF-Komplexes fuhrt, der die Proenzyme
Faktor IX und Faktor X aktiviert (11). Aktiver Faktor X spaltet geringe Mengen von
Faktor Il zu Thrombin, welches zur Aktivierung von Plattchen und der Kofaktoren
Faktor V und VIII fuhrt. Der intrinsische Weg wird auf einer Membranoberflache durch
Aktivierung des Faktor Xll gestartet, was Uber Spaltung des Faktor XI zur Bildung
des Faktor Vllla- Faktor IXa-Komplexes fuhrt, welcher nun seinerseits Faktor X
aktiviert. Die Aktivierung des Faktor X ist gemeinsame Endstrecke der beiden
Gerinnungswege. Faktor X bildet mit dem Kofaktor Va und Calciumionen den
Prothrombinasekomplex, der zur Bildung von Thrombin (Faktor Ila) fuhrt. Thrombin
verstarkt seine eigene Bildung durch Aktivierung von Faktor Xl, Plattchen und der
Kofaktoren V und VIII. Thrombin wandelt im letzten Teil des Gerinnungsweges
Fibrinogen zu Fibrin und fuhrt unter Einfluss von Faktor Xllla zur Bildung des stabilen
quervernetzten Fibringerinnsels. In einem moderneren Gerinnungsmodell wird nicht

mehr zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg unterschieden, vielmehr geht
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Abbildung 1: Das neue Modell der Blutgerinnung (aus 37).

1. Nach Gewebsverletzung bindet TF FVII 2. TF-/VII-Komplex aktiviert FIX und FX 3.
FVa/Xa-Komplex aktiviert Prothrombin 4. Thrombin aktiviert FV, VIII und
Thrombozyten 5. FVa/Vllla/IXa —Komplex aktiviert FX. 6. FVa/Xa-Komplex katalysiert
den Thrombin-Burst 7. supraphysiologischer F Vlla bindet direkt an aktivierte
Thrombozyten 8. Aktivierung von FXI durch Thrombin 9. Fibrinogen wird zu Fibrin
und bildet stabiles Gerinnsel 10. FXIl, HMW-Kininogen und Plasmaprakallikrein

spielen keine hamostaseologisch relevante Rolle.

man von einem parallelen Wirken der beiden Systeme auf Zelloberflachen aus (37,
38,71). Auch in diesem Modell startet die Gerinnung durch Bindung von Faktor Vlla
an TF (Initationsphase), dieser Komplex aktiviert geringe Mengen der Faktoren IX
und X. Der aktive Faktor X bildet mit Faktor Va den Prothrombinasekomplex auf TF-
exprimierenden Zellen. Dieser Komplex bildet zunachst nur geringe
Thrombinmengen, die zur Aktivierung der Kofaktoren V und VIII, des Faktors XI und
der Plattchen fuhren (Amplifikationsphase). Im nachsten Schritt, der
Propagationsphase, werden auf der Oberflache aktivierter Plattchen der

Tenasekomplex aus den Faktoren I[Xa, VIlla und Calciumionen und der



Prothrombinasekomplex gebildet. Dies fuhrt zu einer sekundaren, starkeren
Ausschuttung (burst) von Thrombin. Die oben beschriebenen Modelle minden in der
Bildung von Thrombin aus Faktor I[l. Thrombin kann sich nun von der
Phospholipidoberflache 16sen und seine wichtigste Aufgabe in der Hamostase
erfillen: die Umwandlung von Fibrinogen (Faktor ) in Fibrin und damit zur Bildung
eines stabilen Gerinnsels, dabei wirken Faktor Xllla und Calciumionen als
Kofaktoren. Schon wahrend der Bildung des Fibringerinnsels am Ort der
Gefalverletzung, wird der Gerinnungsprozess durch verschiedene Inhibitoren
reguliert und auf den Ort der Verletzung begrenzt. So wird die Aktivitat von Faktor Xa
und Faktor Vlla durch TFPI und Antithrombin gehemmt. Ein weiterer wichtiger
Gerinnungsinhibitor ist das Protein C-Protein S-System. Gebildetes Thrombin kann
an intaktem Endothel an einen spezifischen Rezeptor, das Thrombomodulin, binden
und so Protein C aktivieren. Aktiviertes Protein C inhibiert nun mit Hilfe des Kofaktors
Protein S die Faktoren V, VIII und fordert durch Inaktivierung von PAI-1 direkt die
Fibrinolyse.

Zusatzlich zu den genannten Inhibitoren der Gerinnung exisitiert ein fibrinolytisches
System, das den Organismus vor unkontrollierter Fibrinbildung schatzt. Die
Fibringerinnsel missen nach erfolgreicher Abdichtung der Gefalverletzung so rasch
wie moglich abgebaut werden, sonst droht ein thrombotischer Gefallverschluss. Das
Hauptabbauenzym ist Plasmin, das den Fibrinthrombus zu Fibrinspaltprodukten
abbaut. Plasmin wird durch zwei Plasminogenaktivatoren, Urokinase-
Plasminogenaktivator (u-PA) und Gewebs-Plasminogenaktivator (t-PA), aus seinem
Zymogen Plasminogen gebildet. Proenzyme der Gerinnung und Fibrinolyse
zirkulieren in niedriger Konzentration im Plasma und bendtigen die Konzentrierung
auf Zelloberflachen zur Entfaltung ihrer Funktion. Dies wird unter anderem durch
Protease activatable receptors (PARs) gewahrleistet (67). U-PAR wird auf vielen
Zelltypen exprimiert, wie Blutleukozyten, endothelialen und vaskularen glatten
Muskelzellen, Fibroblasten, Knochenmarkszellen und neoplastischen Zellen. Die
Liganden fur u-PAR sind u-PA, Vitronektin und Kininogen. Aktives u-PA stimuliert die
Zellmotiliat (Chemotaxis, Migration) und die Plasminbildung, was im Folgenden zum
Abbau von ECM-Proteinen und proteolytischen  Veranderungen von
Zelloberflachenkomponenten fuhrt (68). So gibt es zahlreiche Verbindungen
zwischen den Prozessen der Gerinnung, Fibrinolyse und Zellfunktionen. Der
fibrinolytische Prozess lasst sich in zwei Phasen unterteilen: In der ersten Phase

spaltet eine kleine Menge, im Gerinnsel gebundenes, Plasmin Fibrin. Die dabei
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entstehenden Lysinreste sind bevorzugte Bindungsstellen fur weiteres im Plasma
vorhandenes Plasminogen. Die zweite Phase mit verstarktem Fibrinabbau beginnt.
Die Fibrinolyse wird durch Inhibitoren reguliert, dazu gehdren Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) bis PAI-4, a2-Antiplasmin und a2-Makroglobulin (9). t-PA und u-PA
unterliegen der Kontrolle durch PAI-1 (42). a2-AP und a2-Makroglobulin hemmen
die Plasminwirkung (3). Auch Fibrin selbst greift regulatorisch in den Prozess des
eigenen Abbaus ein, indem es die Konversion von Plasminogen zu Plasmin
beschleunigt. Thrombin-activatable-fibrinolysis-inhibitor ~ (TAFI), als wichtiges
Verbindungsstlck zwischen Fibrinolyse und Gerinnung, wird durch Thrombin aktiviert
und hemmt die Bindung von Plasminogen an Fibrinreste (4). Eine abgeschwachte
fibrinolytische Aktivitat ist mit der Entstehung einer Thrombose assoziiert. Solch eine
Reduktion tritt unter anderem in der fruhen postoperativen Phase, wahrend der

Einnahme oraler Kontrazeptiva und im letzten Schwangerschaftstrimester auf (91).

1.2. Gerinnung und Thrombose in der Schwangerschaft und
im Wochenbett

1.2.1. Verdnderung der Gerinnung

Der Verlauf der Schwangerschaft wird von einer Vielzahl von Veranderungen der
Hamostase und der Fibrinolyse begleitet. Diese betreffen neben den plasmatischen
Gerinnungsfaktoren, die Fibrinolyse, die Thrombozytenfunktion, das Gefallsystem,
sowie rheologische Faktoren. Die Veranderungen sind als Vorbereitung des Korpers
auf die Geburt zu sehen, bei welcher es zum Zeitpunkt der Plazentalésung rasch
zum Erliegen eines fast 700 ml/Minute umfassenden Blutstromes kommen muss, um
unter anderem das Leben der Mutter zu schitzen (69). Andererseits ist im Verlauf
der Schwangerschaft die Entwicklung des Embryos durch einen kontinuierlichen
Blutfluss in der utero-plazentaren Einheit zu gewahrleisten. Thromboembolische
Erkrankungen haben in der Schwangerschaft und im Wochenbett auf Grund ihrer
hohen mutterlichen Letalitat eine gro3e Bedeutung und sind eine der Hauptursachen
der mdatterlichen Mortalitat (5,31,65). Ihre Pathogenese ist bisher nur teilweise
geklart. Im Verlauf der Schwangerschaft kommt es zur Ausbildung der utero-
plazentaren Einheit, welche fiir das Uberleben sowohl der Mutter, als auch des sich
entwickelnden Kindes von entscheidender Bedeutung ist. Sie besteht aus einem
dualen Gefallsystem, wobei die fetalen villdsen Trophoblastgefale von Blut aus
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mutterlichen Dezidualarterien umspult werden. Auf der Oberflache der kindlichen
Gefalle werden grole Mengen an Annexin V exprimiert, ein potentes Antikoagulanz.
Das mdutterliche Blut ist reich an Prokoagulantien. Lokale Faktoren halten dieses
Gleichgewicht aufrecht, da eine Thrombosierung des intervilldsen Raumes eine
Minderversorgung des Feten nachsichziehen wirde (70). Nach der Implantation ist
ein kontinuierlicher Blut- und Nahrstofffluss in Richtung der Amnionhéhle zu sichern,
dies geschieht unter anderem durch strukturelle Veranderungen der Spiralarterien,
welche den Ersatz der glatten Muskelzellen und elastischen Fasern durch eine
Matrix aus Fibrin und Trophoblast beinhalten, um einen ansteigenden Blutfluss zur
uteroplazentaren Einheit zu sichern (88). Das sensible Gleichgewicht dieser
Veranderungen wird durch verschiedene pathologische Zustande gefahrdet. So
kommt es z.B. bei Praeklampsie zu einer erhdhten Fibrinablagerung in der Plazenta
und dadurch zu einem vermindertem utero-plazentaren Blutfluss (36).

Mit fortschreitender SS kommt es durch Anstieg mehrerer Gerinnungsfaktoren
einerseits und durch Verminderung des antikoagulatorischen Potentials andererseits
zu einem hyperkoagulabilen Zustand (10,56,82). Diese Imbalance ist multifaktoriell
bedingtt Es kommt zu einem Anstieg der Plasmakonzentration einiger
Gerinnungsfaktoren. Dazu gehoéren Fibrinogen und die Faktoren |, I, V, VII, VIII:C,
vVWF und geringer ausgepragt auch die Faktoren IX, X, Xl und XIll
(11,36,50,51,82,83). Die Konzentration der ersten Gruppe erreicht im Verlauf der
Schwangerschaft Werte von bis zu 376% der Norm. Lediglich fur den Faktor Xl
werden leicht sinkende Konzentrationen beschrieben (35). Faktor VII steigt auf 2-bis
3-fache Konzentrationen an, wobei der Anstieg unter anderem durch Bildung eines
Komplexes aus FVII und Phospholipiden verursacht wird, der nur in der
Schwangerschaft exisitiert und der moglicherweise durch hohe
Thromboplastinmengen in der Plazenta generiert wird . Nach der Entbindung fallt die
Konzentration von FVII rasch auf Normalniveau ab (18,19). Die erhéhte Aktivitat von
Faktor VII nimmt als Ausgangspunkt des extrinsischen Gerinnungsweges eine
wichtige Position im allgemeinen hyperkoagulabilen Zustand ein. Es kommt nicht nur
zu einem Anstieg der Konzentrationen der Gerinnungsfaktoren, sondern auch zu
einer  Gerinnungsaktivierung. Daher sind erhdhte Konzentrationen der
Prothrombinfragmente F1 + F2, der Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) (95),
der Fibrinmonomere und von Fibrinopeptid A im Verlauf der Schwangerschaft
nachweisbar (36,65,66). Zusatzlich kommt es zu einer Reduktion bestimmter

naturlicher Antikoagulanzien, wie Antithrombin und Protein S, wahrend Protein C
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unverandert bleibt (10). DarUber hinaus entwickelt sich im Verlauf der normalen
Schwangerschaft eine wahrscheinlich hormonell bedingte Resistenz gegen
Aktiviertes Protein C (APC-Resistenz), das heil3t eine APC Sensitivitats Ratio
unterhalb des unteren Limits nicht schwangerer Frauen (17,86). Kjelberg et al.
fanden keine Erklarung fir die erworbene APC-Resistenz, es bestand keine
Korrelation zwischen der Veranderung der klassischen APC-Ratio und der
Veranderung von F VIII, Fibrinogen oder Protein S (52). Andererseits steigt auch der
Lextrinsic pathway inhibitor* (EPI) bzw. ,tissue factor pathway inhibitor* (TFPI) im
Verlauf der Schwangerschaft auf ca. 125% der Norm an (4,6). Antithrombin Ill bleibt
unverandert.

Zu den Veranderungen des fibrinolytischen Systems werden kontroverse Meinungen
vertreten. Es wird Uber den Abfall fibrinolytischer Faktoren bis zur Entbindung
berichtet (95,97). Der Grofteil der Arbeitsgruppen beobachtet jedoch ein Ansteigen
von Plasminogen, t-PA, u-PA und dem fibrinolytischen Parameter D-Dimer (6,35,51),
so dass von einer allgemeinen Aktivierung des Fibrinolysystems ausgegangen
werden kann. Die D-Dimerspiegel erreichen wahrend der Geburt Maximalwerte und
kehren innerhalb von ca. 5 bis 10 Wochen postpartum zu Normalwerten zurlck (66).
Gegensatzlich erscheinen die Veranderungen der Fibrinolyseinhibitoren. Es kommt
zu einem starken Anstieg der Plasminogenaktivatorinhibitoren PAI-1 und PAI-2,
wobei der progrediente Anstieg von PAI-1 innerhalb des Referenzbereiches bleibt
und der von PAI-2 weit Uber den Werten nichtschwangerer Frauen liegt, was sich
durch die PAI-2-Produktion in der Plazenta erklaren lasst. Ausgehend von 0-2 ng/mi
wird das Maximum im 3. Trimester mit 100 ng/ml erreicht, postpartal fallt PAI-1 rasch
und PAI-2 langsam ab, um ca. 3 bis 5§ Wochen postpartal normale Werte zu
erreichen (6,55). Aktives PAI-2 hemmt die zweikettigen Formen von uPA und tPA
und ist gemeinsam mit u-PA hauptsachlich im Zytosol von Trophoblast- und
Syncytiotrophoblastzellen nachweisbar. T-PA und PAI-1 sind hauptsachlich im
Endothel und Myometrium vorhanden. Anhand dieser Verteilung ist von folgendem
Modell auszugehen: Der Gewebsplasminogenaktivator schitzt, unter Regulation
durch PAI-1, die fetoplazentare Zirkulation vor Ubermafigen Fibrinablagerungen.
Aktive Urokinase bindet an uPAR, auf Cytotrophoblastzellen und aktiviert so Plasmin.
Plasmin aktiviert Prometalloproteasen, die die Extrazellularmatrix abbauen. PAI-2
reguliert diese Vorgange. Auf diesem Wege beeinflusst die uPA-Kaskade
Gewebsumbau, Trophoblastmigration und daher die Entwicklung von Plazenta und

Fetus (64,93). Insgesamt fliihren die Veranderungen in der SS wahrscheinlich sowohl
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zu einer Aktivierung der Gerinnung, als auch der Fibrinolyse. Die Aktivitat des

fibrinolytischen Systems durfte jedoch auf den systemischen Kreislauf begrenzt sein,

wahrend sie in der Plazenta durch erhohte Konzentrationen an Inhibitoren erniedrigt

ist.

Veranderungen des Gerinnungssystems in der Schwangerschaft

F Xlll

F Xll, X, IX, VI, VI,V

F Xl

vWEF, Fibrinogen
Fll

|6slicher TF
monozytarer TF
Antithrombin IlI
Heparin Kofaktor Il
Alpha1-Antitrypsin
TFPI
Thrombomodulin
Protein C

Protein S
APC-Resistenz

Prothrombinfragmente

D-dimere
Fibrinopeptid A
TAT

PAI-1

PAI-2

t-PA
Alpha2-Antiplasmin

Plasminogen

steigt in der frlhen SS an, ab 3. Trimester wieder
normwertig

steigen in der SS an

fallt in der SS

steigen in der SS an

steigt in der frihen SS an, normwertig ab 3. Trimester
keine Veranderung

fallt in der SS, normwertig ab dem 3. pospartalen Tag
keine Veranderung

erhohte Level in der SS

erhohte Level in der SS

unklar, etvl. erniedrigt in der SS

steigt im Verlauf der SS an

keine Veranderung

fallt leicht im Verlauf der SS

steigt im Verlauf der SS an

steigen stetig an im Verlauf der SS

steigen stark an im Verlauf der SS

erhohte Level in der SS

steigt stetig an im Verlauf der SS

steigt im letzten Trimester an

steigt wahrend der SS an, fallt postpartal rasch ab
Antigen steigt an, Aktivitat fallt leicht ab

erniedrigte Level

erhohte Level

Tabelle 1: Veranderungen der Gerinnung und Fibrinolyse in SS und

Wochenbett (modifiziert ibernommen aus 39).
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Diese komplexen Zusammenhange dienen durch eine kompensierte, akzelerierte
intravasale Gerinnung u.a. dem Erhalt der utero-plazentaren Einheit (6,88).

Die Auswirkung dieser Veranderungen auf die globalen Gerinnungstests zeigt sich in
einer Verkurzung der PT, die INR ist im 3. Trimester <0.9, eine unveranderte oder
leicht verkurzte aPTT und einer Verlangerung der ,Euglobulin Clot Lysis time® (ECLT)
(83,87,95,97). In jeder normalen Schwangerschaft kommt es zudem zu
weitreichenden Veranderungen des Blut- und Gefalsystems. Als Folge einer
erhdohten NO-Aktivitat und eines erhdhten Progesteronspiegels sinkt der systemische
Gefallwiderstand vom 1. Trimester kontinuierlich ab. Die Vasodilatation, und damit
die vendse Stase, erreicht im letzten Trimenon um 47% gesteigerte Werte
gegenuber nicht schwangerer Frauen (22). Der arterielle Blutdruck fallt progredient
vom Beginn der Schwangerschaft, wohingegen der kardiale Auswurf ansteigt . In der
spaten Schwangerschaft kommt es zu einer benignen gestationsbedingten
Thrombozytopenie, die Thrombozytenzahlen sinken jedoch nicht unter 80 x 10° /I
(84). Moglicherweise kommt es durch erhdhte Thrombozytenaktivierung, messbar an
Hand erhdhter Werte fur Plattchenfaktor- 4 und 3 -Thromboglobulin, zu gesteigertem
Verbrauch und dadurch zu einem Abfall der Blutplattchen (51). Der Hamoglobinwert
sinkt wahrend der Schwangerschaft leicht ab (87), was hauptsachlich durch eine
physiologische Hamodilution bedingt ist. Als Ausdruck einer moglichen
Endothelschadigung steigen die Werte fur die I0sliche Form von Thrombomodulin bis
zur Entbindung an und normalisierten sich postpartal wieder (21). Die Ursache dieser
gravierenden Veranderungen im mutterlichen Organismus ist bis dato noch nicht
vollstandig geklart und wahrscheinlich multifaktorieller Genese. Auf Grund bekannter
Zusammenhange zwischen der Einnahme Ostrogenhaltiger Kontrazeptiva und der
Erhdhung sowohl der Konzentrationen von Gerinnungsfaktoren, als auch der
Inzidenz vendser Thrombosen (82,83), wird auch in der Schwangerschaft eine
hormonelle Ursache der beschriebenen Veranderungen angenommen. Die
Konzentrationen von Ostrogenen und Gestagenen erreichen in der Schwangerschaft
aulBergewohnlich hohe Werte. Zudem steigen im Verlauf der SS Triglyceride,
Cholesterol und Ostradiol stark an. Von Sattar wurde eine hohe Korrelation zwischen
dem Anstieg von FVII, PAI, t-PA , D-Dimer und dem Anstieg von Oestradiol und
Triglyceriden  beobachtet  (83).  Daher ist eine  Ostradiol-induzierte
Hypertriglyzeridamie als Grund fur die gesteigerte Aktivitat von FVII, PAI, t-PA und D-
Dimeren anzunehmen. Zusatzlich kdnnte eine gesteigerte Synthese oder Aktivierung

der Gerinnungsfaktoren zur Erhéhung derselben flihren. Die gesteigerte Aktivierung

15



des mutterlichen Gerinnungssystemes konnte als Antwort auf ,Fremdmaterial” in
Form des Fo6tus und anderer Produkte der Konzeption auftreten. Die Plazenta ist
zudem reich an Thromboplastin und konnte so die Bildung von F VII-Phospholipid-

Komplexen fordern und so den extrinsischen Gerinnungsweg aktivieren.

1.2.2. Thrombose

In der Schwangerschaft ist sowohl das Risiko einer Blutung, als auch das eines
thromboembolischen  Ereignisses erhoht und  schwangerschaftsassoziierte
Thrombosen sind ein Hauptgrund fur die weltweite mutterliche Morbiditat und
Mortalitat (5,31,65,82). Die Inzidenz der tiefen Beinvenenthrombose betragt wahrend
der Schwangerschaft ca. 1:1000 bis 1:2000 Schwangerschaften (82) und ist damit
ca. funffach gegenuber dem Risiko nicht schwangerer Frauen gleichen Alters erhoht.
30% der Patientinnen mit einer tiefen Venenthrombose in der Schwangerschaft
haben eine hereditdre Thrombophilie, 28% der schwangerschaftsassoziierten
Thrombosen sind weder mit einem bekannten klinischen Risikofaktor, noch mit einem
thrombophilen Defekt assoziiert, es sind bisher unbekannte Risikofaktoren beteiligt
(39). Die Mortalitat der schwangerschaftsassoziierten Thromboembolie betragt 1-2%,
und liegt damit 12fach hodher als bei Thromboembolien nichtschwangerer Frauen
gleichen Alters.

Altere Studien zeigten eine Haufung der Thromboseinzidenz postpartum (1),
wohingegen neuere Studienergebnisse eine ausgeglichene Verteilung der Ereignisse
wahrend der Schwangerschaft und im Wochenbett darstellen (8,92). In der grofiten
Studie mit ca. 170.000 Frauen traten dabei 75% der TVT antepartum auf und 66%
der pulmonalen Embolien postpartum (82). Faktoren, die das Risiko einer
schwangerschaftsassoziierten Thromboembolie signifikant steigern sind unter
anderem, Entbindung per Kaiserschnitt, erhdhtes mutterliches Alter, Adipositas,
Immobilitdt, postphlebitisches Syndrom und angeborene oder erworbene
Hyperkoagulopathien (31,61,91). Wahrend der Schwangerschaft kommt es zur
Auspragung aller Faktoren der Virchow Trias, die der Entstehung einer vendsen
Thrombose zugrunde liegen: Hyperkoagulabilitdt, Stase und Gefallschaden. Es
kommt zu der beschriebenen Aktivierung der Gerinnung unter Anstieg der meisten
Gerinnungsfaktoren und der erworbenen APC-Resistenz, sowie dem Abfall an
Protein S. Am Ende des 1. Trimesters ist bereits eine erhOohte vendse Stase
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nachweisbar, die sich im Verlauf der Schwangerschaft durch Grélienzunahme des
graviden Uterus und zunehmende Gefaldilatation steigert. Wahrend der Entbindung
ist das Auftreten einer GefalRverletzung wahrscheinlich und bereits wahrend der
Schwangerschaft ist ein erhdohtes Thrombomodulin Ausdruck eines madglichen
Endothelschadens (22, 31). Die physiologische prothrombogene Imbalance bleibt bei
normal verlaufender unkomplizierter Schwangerschaft ohne nachteilige Folgen und
normalisiert sich in der Regel 6-8 Wochen postpartal. Erhohte Gefahr einer
Thromboseentwicklung besteht jedoch bei Bestehen anderer pradisponierender
Risikofaktoren  oder  Auftreten  zusatzlicher exogener  prothrombotischer
Risikofaktoren. Zu den pradisponierenden Risikofaktoren zahlen angeborene und
erworbene Thrombophilien und konstitutionelle Risikofaktoren. Die haufigsten
hereditaren Thrombophilien sind Antithrombinmangel, Protein-C- oder S-Mangel,
APC-Resistenz, = Hyperhomocysteinamie und  Prothrombinmutation.  Diese
Erkrankungen erhdéhen das Thromboserisiko in unterschiedlichem Ausmal}
zusatzlich. Zu den erworbenen Thrombophilien gehdren das Antiphospholipid-
Antikdrper-Syndrom und die im Rahmen von Erkrankungen auftretenden
Antithrombin-, Protein-C- und Protein-S-Mangelzustande, die ebenfalls das
thrombogene Risiko in der Schwangerschaft weiter erhdhen . Die konstitutionellen
Risikofaktoren umfassen folgende Eigenschaften der Schwangeren: Maternales Alter
> 35 Jahre (57) mit einem zwei- bis vierfach erhdhten Thromoserisiko, Adipositas
(30), Multipara, Praeklampsie oder schwere Grunderkrankungen (16), Zustand nach
durchgemachter Thromboembolie und positive Thromboemboliefamilienanamnese.
Zu den exogenen Risikofaktoren, die zeitlich begrenzt das Risiko im Sinne von
Triggerfaktoren erhdohen, gehoren Immobilisation, Infektion, Operation , Sectio
caesarea mit einem bis zu 26fach erhdhten Risiko (30), Traumata und Exsikkose
(85). Zur routinemafig in europaischen Landern durchgefuhrten
Schwangerschaftsbetreuung und -—vorsorge gehdrt das Erfassen bestimmter
familiarer und eigenanamnestischer Risikofaktoren im Mutterpass. Dieser enthalt
unter anderem Informationen uber stattgehabte Aborte, Thrombosen, Blutungen und
eigene schwere Erkrankungen. Daruberhinaus werden im Verlauf der
Schwangerschaft regelmalig Parameter erfasst, wie der arterielle Blutdruck, der
Hamoglobinwert, das Vorhandensein von Odemen, Varikosis und Proteinurie. Zu der
Betreuung nach Entbindung des Kindes gehort eine Versorgung durch eine
ambulante Hebamme, die Mutter und Kind im Wochenbett betreut. Trotz dieser

umfassenden Betreuung sind tiefe Beinvenenthrombosen und Lungenembolien
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weiterhin ein grofdes Problem. Angeborene oder erworbene Hyperkoagulopathien
werden durch die Routineuntersuchungen meist nicht aufgedeckt und Frauen mit
einem hoheren Thromboserisiko nur selten herausgefiltert.

Mdglicherweise liegt die Zukunft der optimalen individualmedizinischen
Schwangerenbetreuung auch in einer Screeningmethode, die ein erhdhtes
Thromboserisiko rechtzeitig erfasst und eine gezielte Prophylaxe ermdglicht. Das
genaue Wissen um die Veranderungen im Korper einer Schwangeren ist
Voraussetzung fur eine effektive Therapie moglicher Komplikationen. Kurzlich wurde
eine neue plasmatische Serinprotease entdeckt, die als Bestandteil sowohl des
koagulatorischen, als auch des fibrinolytischen Systems fungiert. Diese Faktor VII-
aktivierende Protease spielt eine wichtige SchlUsselrolle in der Initierung der
Gerinnung und der Fibrinolyse. Das Verhalten von FSAP in der Schwangerschaft ist

bisher nicht untersucht worden.

1.3. Faktor VIl aktivierende Protease (FSAP)

1996 wurde von Choi-Miura et al. durch Affinitatschromatographie mit an
Hyaluronsaure konjugierter Sepharose eine neue Serinprotease aus humanem
Plasma isoliert und entsprechend seiner Fahigkeit an Hyaluronsaure zu binden als
,Plasma-Hyaluronsaure-Bindungsprotein“ (PHBP) bezeichnet (15,94). Wahrend der
Isolierung Vitamin K-abhangiger Gerinnungsfaktoren beobachtete eine andere
Forschungsgruppe eine ,Thrombin-ahnliche® Aktivitat, die sich auf Thrombin-
spezifische chromogene Substrate richtete. Da diese Aktivitat durch Hirudin, einem
klassischen Thrombininhibitor, nicht hemmbar war, konnte die Substratspaltung nicht
durch Thrombin hervorgerufen worden sein. Es wurde die Anwesenheit einer bisher
unbekannten Protease im Untersuchungsmaterial vermutet . Aprotinin erwies sich als
potenter Inhibitor der amidolytischen Aktivitat und mit Hilfe dieser Substanz wurde
die Protease aus dem Konzentrat isoliert und charakterisiert (43,44,45). Die amino-
terminale Sequenzierung der Proteinfragmente der unbekannten Protease zeigte die
Ubereinstimmung der Molekiilstruktur mit der des von Choi-Miura beschriebenen
PHBP’s. Romisch et al. beschrieben 1999 eine neuartige Protease, deren Aktivitat in
Anwesenheit von Calcium-lonen und Glykosaminoglykanen verstarkt wurde und die
sowohl den Gerinnungsfaktor VII, als auch die Plasminogenaktivatoren scuPA und
sctPA aktiviert (26,72,73,74). Entsprechend dieser Fahigkeiten wurde die Protease
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als ,Faktor VII aktivierende Protease” (FSAP) bezeichnet, die sich als identisch mit
dem PHBP und der Protease mit Thrombin-ahnlicher Aktivitat erwies. Zwei
Arbeitsgruppen isolierten das humane Gen des PHBP und fuhrten eine
Aminosauresequenzanalyse durch. Diese zeigte signifikante Homologien von PHBP
zu der Struktur von ,Hepatocyte-growth-factor-activator, (HGFA), einer bekannten
Serinprotease. PHBP ist eine trypsinahnliche Protease aus 537 Aminosauren in
seiner Proenzymform. Beginnend im amino-terminalen Bereich des Enzmys finden
sich drei ,Epidermal growth factor like* Domanen, eine Kringle-Domane und eine
typische Serinproteasendomane am C-terminalen Ende (90). Das Protein hat somit
strukturelle Regionen, die homolog sind zu denen von HGFA, es fehlen jedoch die
Fibronektin Typ | und Il Domanen von HGFA (90). Die genannten Bestandteile der
Protease sind haufig bei Serinproteasen zu finden, die spezielle Anordnung der
einzelnen Elemente ist jedoch fir PHBP einzigartig. Das humane PHBP-Gen liegt
auf Chromosom 10g25-g26 (HABP2) und erstreckt sich Gber 35 kb mit 13 Exons und
12 Introns. Obwohl die Exonanzahl im PHBP-Gen hoher ist, als die anderer
Serinproteasen, zeigen sich signifikante Ahnlichkeiten zu den Genen von Faktor XII,
tPA und uPA. Die Tatsache, da® sowohl das Urokinase-Gen, als auch das PHBP-
Gen auf Chromosom 10 zu finden sind, 4 Introns an fast identischen Stellen
aufweisen, die Zahl der fur die Kringle-Domane kodierenden Exons Ubereinstimmt
und dal} beide Gene Uber wenigstens eine EGF-like Domane verfugen, lasst eine
engere Verwandtschaft dieser beiden Gene innerhalb der Familie der Serinproteasen
vermuten (90). Von der Leber sezerniert zirkuliert FSAP im Plasma als einkettiges
Proenzym mit einem Molekulargewicht von 64 kDa und einer Konzentration von 12
pg/ml (49). Die spontane Aktivierung des Enzyms ist eine intermolekulare
Spaltungsreaktion an einer inneren Argago—lle Bricke und wird durch katalytische
Mengen an aktivem FSAP beschleunigt (25). Es entsteht die aktive Enzymform,
bestehend aus einer schweren (40 kDa) und einer leichten (30 kDa) Kette (15, 25,
26). Die beiden Untereinheiten sind uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden
und sind jeweils am N-, bzw. C-terminalen Ende des Prekursors lokalisiert. Die
schwere Kette beinhaltet die drei EGF-like Domanen und die Kringle-Domane,
wahrend die leichte Kette das katalytische Serinproteasenzentrum enthalt (33).
Diese Struktur gleicht vielen bekannten Serinproteasen und HGFA, die Organisation
des zugehorigen Gens (HABP2) ist dem von Urokinase besonders ahnlich (90). Die

Protease ist ein Glykoprotein, wobei die schwere Kette an zwei verschiedenen
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Stellen glykosyliert ist, was ca. 5% des Gesamtmolekulargewichtes ausmacht. Der

isoelektrische Punkt des nativen Proenzyms liegt in dem pH-Bereich von 4,9 bis 5,5,

LAl

Abbildung 2: Struktur von FSAP
mit Marburg | ( Gly511Glu,») und Marburg Il (Glu370GIn, »). Das aktive Zentrum

(His-Asp-Ser) des Enzyms ist mit (*) gekennzeichnet. Spaltungsstellen sind mit

(=) gekennzeichnet.

,die Varianz begrundet sich in Mikroheterogenitaten, evtl. durch heterogene
Glykosylierung (14, 59).

Die intrinsische Aktivierung von FSAP lauft unter bestimmten Bedingungen
beschleunigt ab. Dazu zahlen ein neutraler bis basischer pH-Wert und die
Anwesenheit von Polyanionen bzw. Polykationen. Sowohl Heparin, Dextransulfat als
auch Phosphatidylethanolamin beschleunigen die Autoaktivierung des Proenzyms
(13,14). Auch Poly-L-Lysin verkurzt als Polykation die Halbwertszeit der einkettigen
Form von normalerweise ca. 2-3 Stunden deutlich . Autoaktivierende Mechanismen
wurden flr verschiedene Plasmaserinproteasen beschrieben, tblicherweise induziert
durch geladene Oberflachen oder andere Kofaktoren. Im Vergleich zu anderen
Gerinnungsfaktoren, zum Beispiel Faktor VII, dessen Autoaktivierung stark von
positiv geladenen Oberflachen oder von Tissue Factor als Kofaktor abhangt, lauft die
Autoaktivierung von PHBP auch ohne die Anwesenheit geladener Molekile schnell
und effektiv ab . Neben Heparin und geladenen Oberflachen beschleunigen auch
Calcium- und in geringerem Ausmaly Magnesium-lonen die Aktivitdt von PHBP,
dabei stabilisieren die Calcium-lonen sowohl die einkettige, als auch die aktive

zweikettige Form (14,25). Im Sinne einer positiven Verstarkerschleife aktiviert FSAP
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Abbildung 3: Die Rolle von FSAP in der Gerinnung

die Proenzymform des Plasminogenaktivators Urokinase, welche wiederum FSAP
aktiviert (73,74). Untersuchungen mit Zellkulturen von humanen umbilikalen
Endothelzellen (HUVEC) =zeigten eine bis zu vierfach  gesteigerte
Autoaktivierungspotenz der FSAP Proenzymform, im Vergleich zur Aktivierungsrate
ohne Zellkulturen (63). Neueste Studien ergaben neben der bereits bekannten
Affinitdt von FSAP zu Hyaluronsaure, Dextransulfat und Heparin ein starkes
Bindungsvermogen des Enzyms an extrazellulare RNA. Dabei dient die RNA
ebenfalls als negativ geladene Oberflache und fordert so die Autoaktivierung von
FSAP (62). Experimente lassen vermuten, dass RNA und Heparin an die selbe oder
an Uuberlappende Stellen binden. Nach Proteolyse des Enzyms konnte die
Polyanionenbindungsstelle identifiziert werden. Die EGF ahnlichen Domanen EGF2
und EGF3 von FSAP sind die Hauptinteraktionsdomanen fur RNA, dabei sind die
Aminosauren Arg170, Arg171, Ser172 und Lys173 in der EGF3 Domane essentiell
fur diese Bindung. Diese Stelle ist zudem die Region mit der starksten positiven

Ladung im Protein und ist hochstwahrscheinlich in einer exponierten Schleife
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lokalisiert. Zerstérung von Disulfidbriicken flhrt zu einem Verlust der RNA und
Heparinbindung, was vermuten lasst, dass die dreidimensionale Struktur der EGF3
Domane essentiell ist fur die Bindung an negativ geladenes Heparin oder RNA (2).
Die Aktivitat von PHBSP wird durch Plasmainhibitoren vom Serpin- (alpha2-
Antiplasmin) und Kunitztyp (Inter-alpha-Inhibitor, Aprotinin) reguliert (14,49). Es
werden nahezu irreversible Komplexe mit den Inhibitoren gebildet. Ein
Inhibitormangel korreliert mit einer FSAP-abhangigen beschleunigten Gerinnung
(25). Antithrombin bewirkt nur in Verbindung mit Heparin eine starke Hemmung durch
irreversible Komplexbildung mit FSAP. AulRer dem a4-Proteaseninhibitor fihren alle
getesteten Inhibitoren Uber eine feste Komplexbildung mit FSAP zu einer
kompetitiven und irreversiblen Hemmung (14). In geringerem Ausmalf hemmen auch
physiologische Konzentrationen an Zink-lonen die Autoaktivierung von FSAP (23).
Im Laufe der letzten Jahre wurde eine Reihe von Substraten des zunachst
unbekannten PHBP entdeckt und dem Enzym eine physiologische Schlisselrolle im
hamostatischen und fibrinolytischen Regelkreis zugeordnet. Prokoagulatorische
Fahigkeiten entfaltet das Enzym Uber die zeit- und konzentrationsabhangige
Aktivierung des Gerinnungsfaktors VIl und wird daher auch Faktor VIl aktivierende
Protease (FSAP) genannt (14,73). Diese Aktivierung ist unabhangig von Tissue
factor und starker als die Faktor VII-Aktivierung durch Faktor Xlla. Durch
Untersuchungen mit Antikorpern gegen TF, wurde deutlich, dass FSAP eine ,TF-
bypassing“ Aktivitat aufweist und daher als Initiator des extrinsischen
Gerinnungsweges zu betrachten ist. DarlUberhinaus zeigt FSAP inaktivierende
Potenz gegenuber den Gerinnungsfaktoren VIII, V und dem Transkriptionsfaktor von
Amyloid B-Protein Prekursor (72,73,80). Die Auswirkung dieser Eigenschaften auf
globale Gerinnungstests zeigen eine Verkirzung der Rekalzifizierungszeit und der
Prothrombinzeit. Die aktivierte partielle Thrombinzeit wird nur bei sehr hohen
Konzentrationen von FSAP leicht verklrzt . Als profibrinolytische Fahigkeit des
Enzyms ist vor allem die Fahigkeit Plasminogenaktivatoren zu aktivieren zu nennen.
Zeit- und konzentrationsabhangig werden die Proenzymform der Urokinase und
etwas schwacher auch die des Gewebe-Plasminogenaktivators in die aktive
Zweikettenform Uberfihrt (49,72,73,74,75). Im Thrombelastogramm bewirkte die
Zugabe von FSAP und scuPA einen beschleunigten Beginn der Gerinnung
(verkurzte r-Zeit) und eine beschleunigte Lyse des gebildeten Gerinnsels (74,75).
Damit werden einige Ahnlichkeiten mit Plasmakallikrein deutlich, wie die Inhibierung

durch Cj-Inhibitor und Aprotinin, die Fahigkeit zur Autoaktivierung und die,
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Prourokinase zu aktivieren. Neuere in vitro Studien zeigten weitere interessante
Funktionen von FSAP. So bindet das Enzym Uber spezielle Spaltungsstellen an die
D5y-Domane von HMW-Kininogen und spaltet das Molekul. Als Spaltungsprodukte
finden sich Bradykinin und aktiviertes Kininogen. Diese Einbeziehung in das
Kallikrein/Kinin-system legt eine Rolle von FSAP in Prozessen der Gerinnung,
Fibrinolyse, Angiogenese und Entzindung nahe (24). Der beobachtete antiadhasive
Effekt der Protease auf humane umbilikale Endothelzellen konnte Uber die
beschriebene Aktivierung von Kininogen vermittelt werden. Zudem werden Proteine
der Extrazellularmatrix von PHBP gespalten, darunter Vitronektin, Fibronektin und
Fibrinogen, und dadurch inaktiviert (54). Dabei werden die a- und die B-Kette von
Fibrinogen und Fibronektin gespalten. Aulierdem sind antiproliferative Eigenschaften
von FSAP beschrieben worden. Die aktive Form von FSAP hemmt
konzentrationsabhangig die durch PDGF- (oder IGF-) vermittelte Proliferation und
Migration humaner vaskularer glatter Muskelzellen. Der genaue Hemmmechanismus
ist bislang unbekannt, es wird eine Heparin-vermittelte Komplexbildung mit dem
Wachstumsfaktor vermutet, die die Bindung von PDGF an die glatten Muskelzellen
unterbindet. Es findet kein Abbau des Wachstumsfaktors oder seines Rezeptors
statt (47,48). FSAP verfugt zudem uUber die Fahigkeit, Zellen direkt zu stimulieren.
Das zeigt sich an der Férderung der Phosphorylierung von p42/p44 MAPK durch
FSAP (54) und an der Aktivierung von Endothelzellen Uber Freisetzung von
intrazellularem Calcium, der genaue Mechanismus ist unklar, bekannte
Proteaserezeptoren scheinen aber keine Rollle zu spielen (89). Inwieweit die
beschriebenen Fahigkeiten physiologischen Funktionen von FSAP entsprechen und
ob die Rolle des Enzyms mehr in Richtung Gerinnungsaktivierung oder Fibrinolyse
tendiert, mul® in weiteren Studien geklart werden. Moglicherweise hat es unter
anderem eine Rolle als endogener Inhibitor der Proliferation und Migration glatter
Muskelzellen in der erkrankten Gefalwand. (48). Ob dabei zusatzlich die
prokoagulatorische oder profibrinolytische Potenz des Enzyms Uberwiegt, wird von
lokalen Inhibitoren reguliert. Tierexperimentell zeigte sich eine spezifische
Aktivierung von PHBP bei Leberschaden. Uber Aktivierung der Urokinase entfaltet
FSAP durch Abbau von Extrazellularmatrix im Rahmen des Gewebsumbaus bei
einem Leberschaden seine Wirkung (12).

Die Synthese des Proenzyms von FSAP findet, wie die der meisten Plasmaproteine,
in der Leber statt. Uber Sekretion gelangt es in den Kreislauf und in die

verschiedenen  Organgewebe (13,53). Mit Hilfe immunhistochemischer
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Untersuchungen zeigte sich, day FSAP in vielen Geweben und Organen vor allem in
Assoziation mit dem Endo-oder Epithel zu finden ist und das Antigen hauptsachlich
intrazellular lokalisiert ist. Eine besonders starke Expression von FSAP fand sich in
den Ductusepithelien von Urothel, Diinndarm, Osophagus, Pankreas, Samenblase,
Hoden und Plazenta (53). Darlberhinaus findet sich FSAP in der Neointima und
Media atherosklerotischer oder beschadigter Arterien, jedoch nicht in unveranderten
humanen Arterien (48). Das Enzym wird wahrscheinlich lokal synthetisiert oder auf
Grund erhohter Gefallpermeabilitat mit dem Blutstrom importiert und reagiert dann
mit der Extrazellularmatrix oder Glykosamnioglykanen (48,54).

Die Untersuchung des Enzyms im Plasma von Probanden war zunachst aufwandig
und schwierig. Die Entwicklung eines speziellen ELISA zur Antigenbestimmung von
FSAP und eines Aktivierungsassay durch die Arbeitsgruppe um J. RoOmisch
erleichterte die bis dahin schwierige Quantifizierung von FSAP im Plasma. Es
wurden Plasmaproben von 189 gesunden Spendern untersucht und erstmals
konnten Aussagen Uber den Antigengehalt und die Aktivitat des Enzyms im Plasma
getroffen werden. Es zeigten sich altersunabhangige, geschlechtsspezifische
Eigenschaften des Enzyms im Plasma. Die Charakterisierung erfolgte mit Hilfe der
Bestimmung des Antigengehaltes im Plasma (mPEU/mI) und der Aktivitat bezuglich
Faktor VII und scuPA (mPEU/mI). Manner zeigten signifikant niedrigere Antigenlevel
(Mittelwert 10,51 pg/ml, p=0.07) und Aktivitatslevel (Mittelwert 841 mPEU/mI,
p=0.0005). Sowohl der Antigengehalt (Mittelwert 11,15 pg/ml), als auch die Aktivitat
(955 mPEU/mI) lagen bei den Frauen deutlich héher (76,77). Das Alter hatte keinen
Effekt. Die Enzymaktivitat wird ausgedrickt als U, das definiert ist als die Aktivitat,
die 1 ymol Substrat pro Minute spaltet. ROmisch et al. wahlten einen Plasmapool als
Standard, der per definitionem 1 Plasma aquivalente Aktivitatseinheit von FSAP pro
Milliliter und 1 PEU/mI Antigen aquivalent zu 12 pg/ml enthalten sollte. Mit Hilfe der
189 Spender erarbeiteten sie einen SHP (Standard Human Plasma) Standard. In der
Thrombelastographie zeigte sich bei Zugabe von scuPA und FSAP zu Citratblut ein
schnellerer Gerinnungsbeginn und eine raschere Lyse des Gerinnsels. Die PTT und
PT sind nach Zugabe der Protease verkurzt (72,73). In vivo wird wahrscheinlich je
nach lokaler Konzentration an Faktor VII, scuPA und Inhibitoren die fibrinolytische
oder koagulatorische Potenz verstarkt.

In dieser Studie zeigten 10%, sowohl Frauen, als auch Manner, mindestens um 50%
erniedrigte Aktivitatslevel, wobei die Fahigkeit der Plasmaproben scuPA zu aktivieren

betroffen war und die Faktor VII-Aktivierung unbeeintrachtigt war. Da die
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Antigenlevel dieser Spender normal waren, erreichte der Quotient aus Aktivitat und
Antigen Werte unter 0.5 (76,77,78). Nachfolgende Studien dieser Spender mit
erniedrigter scuPA-Aktivitat und normaler Fahigkeit Faktor VIl zu aktivieren, wiesen
einen identischen SNP in Position 1601 im Exon 13 bei allen Probanden nach.
Dieser Polymorphismus fihrt zu einem Gly511Glu Aminosaureaustausch nahe dem
aktiven Zentrum im reifen FSAP Protein und wurde Marburg | Mutation genannt. Die
Halfte der SNP 1601 positiven Spender zeigte zusatzlich einen SNP in Position
1177, der zu einem Glu370GIn Aminosaureaustausch fuhrt und Marburg Il Mutation
genannt wurde (78,81). Es lie3 sich jedoch kein Unterschied im Ausmal} der
Reduzierung der FSAP vermittelten scuPA-Aktivierung zwischen den Marburg | und
I Mutanten nachweisen. Da bei den Plasmen der Mutationstragern die Rate der
Amidolyse eines LMW chromogenen Substrates nicht reduziert ist (78), ist eine
vollstandige Zerstérung des aktiven Zentrums von FSAP durch die Mutation
unwahrscheinlich.  Vielmehr fihrt die Marburg | Mutation zu einem
Aminoaurenaustausch nahe der aktiven Serinstelle (S486) auf der leichten Kette von
FSAP, was zu einer Schwachung des Bindungsvermdgens von scuPA fuhren
konnte, dessen Interaktionsstelle ebenfalls auf der leichten Kette von FSAP nahe
dem Carboxyende lokalisiert ist (78,81). Die klinischen Auswirkungen dieser Mutation
sind bislang nicht vollstandig geklart, auf Grund der relativ niedrigen Pravalenz von
ca. 5 -10% der Marburg | Mutation sind grossangelegte Studien notwendig. Zudem
wurden bisher nur heterozygote Trager identifiziert. In der Bruneck-Studie zu
Risikofaktoren der Karotisstenose zeigte sich, dass die Marburg | Mutation ein
starker und unabhangiger Risikofaktor fur die fortgeschrittene Atherogenese ist
(Odds Ratio 6.6 (95% KI)). Die Marburg Il Mutation war nicht mit der Entwicklung von
Atherogenese assoziiert (68,96). Im Rahmen der ,Northwick Park Heart Study II
wurde ein interaktiver Effekt, bezlglich des Risikos eine koronare Herzerkrankung zu
entwickeln, zwischen der Marburg | Mutation und erhéhten Werten fur Cholesterol
und Triglyzeriden gefunden. Diese Ergebnisse unterstutzen die Aussage, dass das
FSAP 511E Allel Atherosklerose oder seinen klinischen Verlauf exazerbiert. Das
Risiko der KHK war bei Patienten mit dem 511E-Allel und erhdhten Leveln flr
Cholesterol, Triglyceriden und Fibrinogen 5-fach erhoht. Die Studie lasst ein
Exzazerbation der Atherosklerose durch Marburg | bei solchen Patienten vermuten,
die schon etablierte kardiovaskulare Risikofaktoren besitzen (46). Guellesserian
fuhrte eine grol’e Studie mit Uber 800 Patienten durch und fand lediglich ein gering

erhohtes Risiko innerhalb der Gruppe der Marburg | Trager ein Rezidiv einer tiefen
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Venenthrombose zu erleiden (relatives Risiko eines Rezidivs unter den Tragern 1.3
(95% KI, 0.6-2.8, p=0.5) (32). Hoppe et al. fanden bei geringerer Pravalenz der
Marburg | Mutation in der Kontrollgruppe eine starke unabhangige Assoziation der
Mutation mit einer tiefen Venenthrombose (ODDS ratio 3.5; 95% CI, 1.2-10.0).
Betrachtet man nur die Patienten mit idiopathischen Venenthrombosen, ist die
unabhangige Assoziation mit der Marburg | Mutation noch starker als fur die gesamte
Studienpopulation (ODDS ratio 6.5, 95% CI, 2.0-18.9) (40,41). Die Ergebnisse dieser
Studie werden kontrovers diskutiert, die Arbeitsgruppen Minkelen et al. und Franchi
et al. behaupten, dass die Marburg | Mutation nicht mit einem erhdhten Risiko
vendser Thrombosen assoziiert ist (28,60). Inwieweit die FSAP-Mutation weitere
Auswirkungen auf das Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibrinolyse hat und
welche zellularen Vorgange lokal von dem intakten Enzym moduliert werden, bleibt
zu untersuchen. Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um den genauen
Einfluss der Marburg | Mutation auf Gerinnung, Thromboseentstehung und

Atherogenese zu klaren.

1.4. Zielstellung der Studie

Die Ursachen der beschriebenen Veranderungen des hamostaseologischen
Gleichgewichtes in der Schwangerschaft und der erhdhten Inzidenz
thromboembolischer Ereignisse wahrend dieser Zeit sind bisher nur teilweise geklart.
Klrzlich wurde eine neue plasmatische Serinprotease, genannt Faktor VII-
aktivierende Protease (FSAP), als potenter Aktivator der Prourokinase-gesteuerten
Fibrinolyse und des Gerinnungsfaktors VII identifiziert. Das Verhalten dieser
Protease wahrend der normalen Schwangerschaft wurde bisher noch nicht
untersucht. Es war Ziel der Studie, die Veranderungen von FSAP in den einzelnen
Trimestern der normalen Schwangerschaft zu erfassen und ,Referenzwerte®
gesunder schwangerer Frauen im Vergleich zu denen nicht schwangerer Frauen zu
ermitteln. Daruberhinaus sollte die Studie Daten zur Pravalenz der Marburg |
Mutation bei schwangeren Frauen liefern. Des Weiteren wurde untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen dem erhobenen DNA-Status der Probandinnen und
klinischen Ereignissen wahrend der Schwangerschaft besteht. Schliel3lich wurde die

Expression von FSAP in der humanen Plazenta analysiert.
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2. Methoden
2.1. Studienpopulation

In der Studie wurden 101 gesunde schwangere Frauen untersucht. Im Verlauf der
Schwangerschaft und im Wochenbett wurden der Antigengehalt und die Aktivitat von
FSAP untersucht, eine DNA-Analyse auf das Vorhandensein einer Mutation im
FSAP-Gen durchgeflihrt und allgemeine Gerinnungsparameter (Quick, aPTT,
Fibrinogen) bestimmit.

Im Zeitraum Januar 2001 bis Januar 2002 wurden 101 gesunde schwangere Frauen
im Verlauf des ersten Trimenons per Zufallsauswahl rekrutiert und in einer
prospektiven longitudinalen Beobachtungsstudie erfasst. Alle Frauen wurden Uber
die Studie aufgeklart und bekamen ein spezielles Informationsschreiben (im
Anhang), alle Probandinnen stimmten freiwillig der Teilnahme an der Studie zu. Das
durchschnittliche Alter der Probandinnen betrug 29 Jahre (SD 5). Das mittlere
Gestationsalter zum Zeitpunkt der Entbindung betrug 39,6 Schwangerschaftswochen
(33-42 Wochen). Das mittlere Geburtsgewicht der Kinder betrug 3,4 kg (1.8-4.8 kg).
Alle Frauen waren zu Beginn der Studie gesund und hatten keine Komplikationen
wahrend der Schwangerschaft, keine der Probandinnen entwickelte Bluthochdruck,
Diabetes mellitus oder andere Krankheiten. Vier der Schwangeren verloren durch
einen Abort in der Frihschwangerschaft ihr Kind und schieden somit aus der
weiteren Studie aus. Bei jeder Probandin wurden ausgewahlte globale
Gerinnungsparameter: Quick (INR), aPTT und Fibrinogen und zur Charakterisierung
von FSAP die FSAP-Aktivitat, das FSAP-Antigen und die Marburg | Mutation
bestimmt. Die Blutentnahmen erfolgten im ersten Trimester (5.-21.
Schwangerschaftswoche), im zweiten Trimester (19.-38. SSW), im dritten Trimester
(25.-39. SSW, nach der Entbindung (innerhalb von 24 h postpartal) und im
Wochenbett (> 24 h bis 52 Tage postpartal).

Neben den oben beschriebenen quantitativen Parametern, wurden zudem bei jeder
Schwangeren eine Reihe von qualitativen Merkmalen mit Hilfe der Daten aus dem
Mutterpass erhoben. Dies umfasste alle Angaben zur Eigen- und Familienanamnese
der Frauen, wie familiare Belastung, frihere eigene schwere Erkrankungen,
Blutungs- und Thromboseneigung, Allergien, frihere Bluttransfusionen, besondere
psychische und soziale Belastung, Rhesus-Inkompatibilitat in vorherigen
Schwangerschaften, Diabetes mellitus, Adipositas, Kleinwuchs, Skelettanomalien,

Vielgebarende (mehr als 4 Kinder), Zustand nach Sterilitatsbehandlung, Zustand
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nach Frihgeburt (vor Ende der 37.SSW), Zustand nach Mangelgeburt, Zustand nach
2 oder mehr Fehlgeburten/Abbriichen, totes/geschadigtes Kind in der Anamnese,
Komplikationen bei vorherigen Entbindungen oder post partum, Zustand nach Sectio,
Zustand nach anderen Uterusoperationen und rasche Schwangerschaftsfolge (< 1
Jahr). Daruberhinaus wurden neben Alter und Gewicht der Schwangeren noch
samtliche besonderen Befunde der aktuellen Schwangerschaft, wie das
Vorhandensein behandlungsbedurftiger Allgemeinerkrankungen, der Bedarf einer
Dauermedikation, Medikamenten- oder Suchtmittelabusus, besondere aktuelle
psychische und soziale Belastungen, Blutungen, Placenta praevia, das Vorliegen
einer Mehrlingsschwangerschaft, Hydramnion, Oligohydramnion, Plazenta-
Insuffizienz, Isthmozerviakle Insuffizienz, vorzeitige Wehentatigkeit, Anamie,
Harnwegsinfekt, indirekter Coombstest positiv, Hypertonie, Proteinurie > 1 %,
Odeme, Hypotonie und Gestationsdiabetes erfasst.

Von besonderem Interesse waren dabei die Anzahl vorheriger Entbindungen, die Art
der vorherigen Entbindungen, die genaue Anzahl vorheriger Aborte oder Falle von
intrauterinem  Fruchttod, der niedrigste Hamoglobinwert im Verlauf der
Schwangerschaft, das Auftreten von Varikosis, der Bedarf eines stationaren
Aufenthaltes in der Schwangerschaft aufgrund von SIH, HELLP-Syndrom, EPH-
Gestose, vorzeitiger Wehen, Diabetes, Wachstumsretardierung oder Infektion, das
Auftreten einer Nachblutung oder unvollstandigen Plazentaldsung, das Auftreten von
pathologischem Fruchtwasser und die Anzahl von missed abortion. Bezuglich der
Entbindung wurde der Entbindungszeitpunkt (in SSW), der Geburtsmodus, das

Geschlecht des Kindes und das Kindsgewicht erfasst.

2.2. Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe war Teil einer zuvor durchgeflhrten Studie der Arbeitsgruppe
Romisch (77), die ermittelten Werte wurden als nicht schwangeres Referenzkollektiv
verwendet. Die Kontrollgruppe bestand aus insgesamt 189 Probanden, davon waren
49 nicht schwanger, gesund und weiblich, mit einem mittleren Alter von 37 Jahren
(Standardabweichung 11.4 Jahre). Dieser Frauenanteil wurde als Kontrollgruppe der
Schwangerengruppe genutzt. Es zeigte sich, dass das Alter keinen Effekt auf FSAP-
Antigen und Aktivitat hat, aber sehr wohl das Geschlecht. Frauen hatten signifikant

hdéhere Werte fur Antigen und Aktivitat, als Manner. In der Gruppe der 49 Frauen
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fanden sich 5 Tragerinnen der Marburg | Mutation, mit signifikant niedrigeren
Aktivitatsleveln. Durch  dieses Referenzkollektiv konnte ein direkter Vergleich
zwischen den FSAP-Werten schwangerer und nichtschwangerer Frauen gezogen

werden.

Parameter Frauen (n=49)

Wildtyp Marburg |
FSAP-Antigen (mPEU/mI)|955 +/-170 |701 +/- 254
in MW +/- SD
FSAP-Aktivitat (mPEU/mI)| 1032 +/- 178 |269 +/-144.
in MW +/- SD

Tabelle 2: Kontrollgruppe (77)

Den Frauen der Kontrollgrupe wurde einmalig Blut enthommen und die Werte fur
FSAP-Antigen und Aktivitat mit den Ergebnissen der Schwangerengruppe statistisch
verglichen und ausgewertet. Als Vergleich fur die in der Schwangerschaft ermittelten
Werte fur Quick, aPTT und Fibrinogen dienten die Referenzwerte des ermittelnden

Labors (JLU Giessen, hamatologisches Labor) dieser Parameter.

2.3. Gewinnung der Blutproben

Den Schwangeren wurden in jedem Trimester und nach der Entbindung per
Venenpunktion (Vena cubitalis) je 10 ml Blut entnommen und in Natriumzitrat-
Monovetten mit je 1ml Natrium-Zitrat (0.13 M) aufgefangen. Die Proben wurden
sofort in der Zentrifuge weiterverabeitet (1,500 g, 20 Min, 20 °C) und das Plasma und
die Blutzellen bei —80°C tiefgefroren. Fruhere Studien hatten gezeigt, dass sowohl
der FSAP-Antigengehalt, als auch die Aktivitat nicht durch das Tieffrieren beeinflusst
werden. (15). Im Plasma wurden im hamatologischen Labor der JLU Giel3en die
PTT, der Quick und der Fibrinogengehalt jeder Probe bestimmt. Im Institut der
Aventis Behring GmbH in Marburg wurden ebenso in jeder Probe die FSAP Aktivitat,
der Antigengehalt und die DNA-Analyse durchgefuhrt.
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2.4. Bestimmung der Parameter
2.4.1. Quick, PTT, Fibrinogen

Die Prothrombinzeit (PT; Thromborel® S, Dade Behring), die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT; Pathromtin** SL, Dade Behring) und Fibrinogen
(Multifibren® U, Dade Behring) wurden mit kommerziellen kits nach Angaben des

Herstellers ermittelt.

2.4.2. FSAP-Isolierung aus dem Plasma

Der FVII-Aktivator wurde durch Anionenaustausch-Verfahren und anschlieRender
Adsorption an gebundenes Heparin, an das FSAPmit hoher Affinitdt bindet, aus
Gefrierplasma isoliert. Alternativ kann die amidolytische Aktivitat der Protease zum
Nachweis des Enzyms genutzt werden, unter Verwendung des chromogenen
Substrates S 2288. Dabei wird nach Zugabe der chromogenen Substrate zu dem
FVII-Aktivator die Anderung der Absorption bei 405 nm gemessen. Diese Verfahren
wurden von der Firma Aventis etabliert und in zahlreichen Veroffentlichungen
beschrieben (26,45,72,73,76). In unserer Studie wurde auf diese Standardverfahren

zur Isolierung des Enzyms aus den Blutproben zurlickgegriffen.

2.4.3. FSAP-Antigen

Um die FSAP Antigenlevel im Plasma zu quantifizieren, wurde ein speziell etablierter
Screening ELISA (Avetnis Behring, Deutschland) mit gebundenen polyklonalen und
gekennzeichneten monoklonalen (mAb) Antikérpern gegen FSAP, verwendet.
Innerhalb einer Stunde nach Abnahme wurden unsere Blutproben zentrifugiert und
das so gewonnene Plasma tiefgefroren. Die Praparation des Enzyms erfolgte mittels
monoklonaler Antikorper. Danach kam der etablierte und spezifische FSAP ELISA
zum Einsatz. Ein Pool von tber 100 Citratplasmaproben (Standard Human Plasma
(SHP), lot 502571; Dade Behring GmbH, Marburg) diente zum Erstellen einer
Standardkurve. Der Proteasenanteil dieses Plasmapools wurde als 1 Plasma

aquivalente Einheit pro Milliliter (PEU/ml) bzw. 12 ug/ml definiert. Im Einzelnen
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wurden 96-well Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno Maxisorb, Nunc, Deutschland) mit 10
ug/ml polyklonalem Antikérper aus Kaninchenserum beschichtet. Nach Inkubation fir
16 h bei Raumtemperatur wurden die Platten dreimal mit einer Pufferldsung
(Beschichtungspuffer:0.05 mol/l NaHCO3, pH 8.3) gewaschen. Anschliellend wurde
die Plasmaproben in Pufferlosung (0.05 mol/l Tris, 0.15 mol/l NaCl, 1%
Rinderserumalbumin, 0.1% Tween 20, pH 7.2, ELISApuffer) von 1:500 bis 1:32000,
entsprechend 2 bis 0.03 mPEU/mI, verdunnt. Jedes well wurde nun mit 0.05 ml
verdunnter Probe geflullt und mit 0.05 ELISA Puffer gemischt. Nach 1 Stunde
Inkubation bei 37 Grad, wurden die wells dreimal mit 50 mmol/l| Phosphatsalzpuffer
gewaschen und 0.02% Tween 20 (pH 7.4, Waschpuffer) hinzugeflgt. Danach wurde
in jedes well 100 ul POD versehene monoklonale Antikdrper gegeben und 100 ul
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin Substrat (Dade Behring GmbH) hinzugefugt. Nach
Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Anderung der optischen
Dichte bei 405 nm (OD 405) mittels eines Tecan Photometers gemessen. Die FSAP
Konzentrationen der Plasmaproben wurden mittels einer Standardkurve, basierend
auf der jeweiligen Probenverdunnung, quantifiziert. Der Antigengehalt der Proben

wird in PEU/ml angegeben und ist proportional zur FSAP Konzentration.

2.4.4. FSAP-Aktivitat

Das Vermogen von FSAP Pro-Urokinase zu Urokinase zu aktivieren dient als
Grundlage des Aktivitatsassay. Der Assay besteht aus einer “Isolierungsphase® aus
dem Plasma mittels immobilisierten mAb , gefolgt von einer Inkubation mit scuPA in
einem calcium- und heparinhaltigem Puffer.

Im Einzelnen wird der monoklonale Antikdrper durch Inkubation fur 16 Stunden bei
Raumtemperatur gemeinsam mit dem oben beschriebenen Beschichtungspuffer an
die Mikrotiterplatten gebunden. Nach dem Waschen der Platte wird 0.02 mol/l
Natriumcitrat, 0.15 mol/l NaCL, 2% Rinderderumalbumin, 0.1 mol/l Arginin (pH 6.0,
Blockierungspuffer) hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 Grad, wird
der Puffer entfernt. Die Plasmaproben werden von 1:10 bis 1:200 mit 0.02 mol/l
Natriumcitrat, 0.15 mol/l naCl, 1% Rinderserumalbumin, 0.1% Tween 80 und 100
IE/ml Heparin (pH 6.0, Verdinnungspuffer) verdinnt. Dann werden in jedes well je
50 ul Probe und 50 ul Verdinnungspuffer gegeben. Nach einer Stunde Inkubation
bei 37 Grad wird die Losing entfernt und die Platten dreimal mit Waschpuffer (siehe
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oben) gewaschen. Dann wird in jedes well je 50 ul recombinantes scu-PA , 50 ul
Versuchspuffer | ( 0.05 mol/l Tris, 0.15 mol/l NaCl, 0.2 % Tween 80 (pH 7.2) und 0.03
mol/l CaCl2, 100 IE/ml Heparin gegeben. Nach Inkubation fir 2 Minuten bei
Raumtemperatur werden 100 ul verdunntes S-2444 (Chromogenix AB, Mdlindal,
Schweden) hinzugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 Grad, wird die
Reaktion durch Zugabe von 50 ul einer 50 % igen Essigsaure gestoppt und die
Anderung der optischen Dichte bei 405 nm gemessen. Das Substrat wird durch die
enstandene Urokinase propotional zum FSAP-Gehalt der Probe gespalten. Das
Standardhumanplasma wurde als Referenz verwendet. Die Aktivitat wurde in Plasma
aquivalenten Einheiten angegeben (PEU).

Alle Versuche und Nachweismethoden wurden in vorherigen Studien validiert und mit

FSAP-defizientem Plasma gegengetestet.

2.4.5. DNA-Analyse

Bei jeder Probandin wurde, unabhangig vom FSAP Aktivitatslevel die Genstruktur
des FSAP-Gens bestimmt. Diese Struktur wurde in (90) ausfuhrlich beschrieben und
basierend auf der Gensequenz wurden passende Primer hergestellt. Die DNA wurde
aus gefrorenem Vollblut anhand des GenomicPrep Blut DNA Isolierungs-kit
(Amersham Pharmacia Biotech) vorbereitet. Wie bereits beschrieben, exisitieren zwei
unterschiedliche Polymorphismen des Gens, einmal an Posititon Gly511Glu und an
Posititon Glu370GIn. Zunachst folgt die Beschreibung der PCR-Methodik des
Marburg | Polymorphismus (Gly511Glu):

5 ul DNA wurde in 1x TaqGold Reaktionspuffer, bestehend aus 50 pmol eines
Vorwartsprimers (5‘GTGTCCATTGTTGGCCATGA3') und eines Ruckwartsprimers
(5°CAGATGTCTCTGGTTCACGAGGS3),2.5 pmol einer Wildtypspezifischen Sonde
(5'Fam-CTGGAGTGTG GGAAGAAGGC-Tamra3’) und einer Mutantspezifischen
Sonde (5Tet-CTGGAGTGGGTGAGAAGAGGC-Tamra3’), 3 mmol/l MgCI2, 200
pmol/l Deoxynucleosid Triphosphat, und 1.25 U TaqGold DNA Polymerase ( Perkin
Elmer) in einem Gesamtvolumen von 50 ul amplifiziert. Es folgten zunachst eine
Denaturierung ( 10 Minuten bei 95°C), dann 50 Zyklen einer kombinierten
Denaturierung (1 Minute bei 95°C) und einer kombinierten ,Hartung, Ausglihung®
und Elongation (1 Minute bei 63°C) in einer Perking Elmer 7700 Real-time PCR
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Maschine. Die Methodik des zweiten Polymorphismus, des Marburg I
Polymorphismus (Glu370GIn) beinhaltet folgende Schritte:

Das Arbeitsprotokoll wurde bereits unter Marburg | Polymorphismus beschrieben, es
wurde allerdings wie folgt modifiziert: 22.5 pmol eines Vorwartsprimers
(5'AATCTCATCTCTTTCAGTTGTAGTGGC3') und eines Reversen Primers
(5°GGACCAGGACCTGAAGAAAGAAGSIY), 5 pmol einer Wildtypspezifischen Sonde
(5'Fam-ATATCTTCTCCACCCTAAA-minor groove-binding Protein [mgb] 3°) und
einer Mutantspezifischen Sonde (5'Vic-TATCTTCTGCACCCTAAA-mgb3‘) und 0.63
U TagGold DNA Polymerase in einem Gesamtvolumen von 25 ul. Zunachst erfolgte
dann eine Denaturierung fir 10 Minuten bei 95°C, danach abwechselnd
Denaturierung fur 15 Minuten bei 92°C und ,Annealing“ und Elongation fur 1 Minute
bei 60°C. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte im Vergleich zu geklonten

Wildtypen und Fragmenten des Mutantentyps in jeweils aquimolaren Mischungen.

2.5. Immunhistochemie

In den immunhistologischen Untersuchungen der Plazenta wurden zwei monoklonale
Antikorper eingesetzt. mAK 677 ist gegen das C-terminale Ende und mAK gegen das
aminoterminale Ende von FSAP gerichtet. Zur Verwendung kamen verschieden
adulte Gewebe, flr uns von Interesse waren Praparate der Plazenta und der
Eihaute. Zur Darstellung von FSAP wurde die alkalische Phosphatase-anti-alkalische
Phosphatase (APAAP)-Methode angewendet, die so hergestellten Praparate wurden
anschlieRend am Mikroskop semiquantitativ ausgewertet. Die Farbereaktionen
wurden als + gewertet, wenn eine Anfarbung der Zellen zu beobachten war (1+ bis

3+. je nach Intensitat).

2.6. Statistische Methoden

Zur Beschreibung der Daten wurden hauptsachlich deskriptive Methoden verwendet,
wie Mittelwert (arithmetisches Mittel), Standardabweichung, graphische Darstellung
und Rangen.

Der t-Test fur unabhangige Stichproben wurde zur Berechnung der Signifikanz

zwischen FSAP Antigen und Aktivitdt der 4 Schwangeren mit missed abortion und
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jener mit normaler Schwangerschaft verwendet. Der zeitliche Effekt der einzelnen
Parameter im Verlauf der Schwangerschaft wurde anhand der Friedman-Two-Way-
ANOVA berechnet. Der Vergleich zwischen verschiedenen Gruppen (Kontrollgruppe,
Schwangere, Wochenbett) wurde mit Hilfe des Man-Whitney Wilcoxon-Tests
durchgefuhrt. Samtliche Berechnungen wurden mit der Software PC SPSS (Version
6.1.3.) durchgefihrt. Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte in

Ubereinkunft und Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Statistik der JLU GieRen, Dr.
Pabst.
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3. Ergebnisse
3.1. Ergebnisse der DNA-Analyse

Mutationsfrequenz der Mutationen
Marburg lund Il in der Studienpopulation

B Wildtyp
® Marburg |
B Marburg | und Il

5% 2%

93%

Abbildung 4: Mutationsfrequenz

Bei jeder Probandin wurde mittels der beschriebenen PCR die Genstruktur des
FSAP Gens analysiert und auf das Vorhandensein der Marburg | (Gly511Glu,
Position 1601) oder Marburg Il (Glu370GIn, Position 1177) Mutation untersucht. In
der Studienpopulation von 101 schwangeren Frauen wiesen 5 Frauen den Marburg |
Polymorphismus auf. Daraus ergibt sich eine Mutationsfrequenz von 4.95 %, die mit
der aus vorherigen Studien ermittelten, fur die kaukasische Rasse, Ubereinstimmit.
Alle diese 5 Frauen zeigten deutlich und signifikant reduzierte proUK Aktivitatslevel
im Verlauf der Schwangerschaft, wahrend die Antigenlevel von FSAP nur leicht
erniedrigt waren. Nur 2 der 5 Tragerinnen der Mutation an Position 1601 zeigten
zusatzlich die Marburg Il Mutation, ein SNP an Position 1177, die zu einem E 370
Aminosaurenaustausch fuhrt. Es konnte kein Unterschied der FSAP-Aktivitat
zwischen Tragerinnen beider Mutationen und denen lediglich mit der Marburg |
Mutation festgestellt werden. Eine Frau zeigte eine reduzierte Aktivitat bei normalen
Antigenwerten ohne jedoch die Marburg | Mutation aufzuweisen. Es konnte keine

Korrelation zwischen der Mutation und den erfassten Besonderheiten in der
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Schwangerschaft festgestellt wurden. In der Gruppe der Schwangeren mit der
Mutation fand sich keine Haufung von missed abortion, intrauterinem Fruchttod,
Varikosis, Blutungs- oder Thromboseneigung oder anderen Auffalligkeiten in der

Schwangerschaft.

3.2. Veranderungen gerinnungsphysiologischer Parameter

Quick, aPTT und Fibrinogen wurden an folgenden Zeitpunkten bestimmt:

1. Abnahme 5. bis 21. SSW, 2. Abnahme 19. bis 38. SSW, 3. Abnahme 25. bis 39.
SSW, 4. Abnahme Entbindung und bis zu 24 Stunden postpartal, 5. Abnahme Uber
24 Stunden und bis zu 52 Tage postpartal. Sowohl die Entwicklung dieser Parameter
im Verlauf der Schwangerschaft, als auch der Vergleich zwischen Kontroll- und
Probandinnengruppe und zwischen Mutant- und Wildtypprobandinnen soll im

folgenden beschrieben werden.

3.2.1. Quick (Thromboplastinzeit)

Die Thromboplastinzeit zeigte im Verlauf der Schwangerschaft keine signifikante
Veranderung im Vergleich zu den Werten nicht schwangerer Fauen.
Zugrundeliegender Normbereich 70-130%. In der gesamten Studienpopulation zeigte
sich lediglich ein leichter Anstieg des Quickwertes bis zum Zeitpunkt der Entbindung.
Postpartal fielen die Werte ab. Alle Werte lagen innerhalb des Normbereichs.
Betrachtet man innerhalb der Schwangerengruppe die Quickwerte der Wildtypgruppe
und die der Mutationsgruppe separat voneinander, ergeben sich folgende
Ergebnisse, Angaben als Mittelwerte:

Wildtypgruppe: Ausgehend von einem Mittelwert von 107 % in der 11. SSW steigt
der Quickwert bis zur 27. SSW leicht an und betragt dann 108 %. In der frihen
postpartalen Phase fallt ein leichter Rickgang der Werte bis auf 105 % auf. In der

spaten postpartalen Probe steigt der Quickwert auf 112 %. Ausgehend von den oben
angegebenen Normalwerten , liegen alle unsere Probenwerte innerhalb des

Normalbereiches nicht schwangerer Frauen.
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Mutationsgruppe: Insgesamt liegen die Werte flr den ermittelten Quick der

Mutationsplasmen in der Schwangerschaft nichtsignifikant (Mann-Whithney U —
Wilcoxon — Test) Uber denen der Wildtypgruppe. Nach der Entbindung fallen sie
auch starker ab. Auch innerhalb dieser Gruppe fanden sich keine Uber- oder

Unterschreitungen der Normwerte flr Nichtschwangere.

% Quick: Wildtyp versus Marburg | W wildtyp

O Marburg |

140 1

120 1

100 1

80 1

60 -

40

20 1

1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester Entbindung Wochenbett

Abbildung 5: Quick im Verlauf der Schwangerschaft

3.2.2. aPTT (aktivierte partielle Thromboplastinzeit)

Zugrundegelegter Normbereich 25 bis 36 Sekunden.

In der Gruppe aller Schwangeren fiel die PTT im Verlauf der Schwangerschaft bis zur
Entbindung deutlich ab, die Signifikanz lag bei p=0.006 (Friedman Two-Way Anova).
Alle Ergebnisse lagen im Normbereich Nichtschwangerer. Betrachtet man innerhalb
der Schwangerengruppe die Werte der PTT der Wildtypgruppe und die der
Mutationsgruppe separat voneinander, ergeben sich folgende Ergebnisse, Angaben

als Mittelwerte:
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Wildtypgruppe: Ausgehend von 32 Sekunden im ersten Trimester, fallt die PTT bis

zur frihen postpartalen Probe auf 29 Sekunden ab. In der spaten postpartalen Probe
steigen die Werte auf 33 Sekunden an.

Mutationsgruppe: Vergleicht man innerhalb der Gruppe aller Schwangeren die Werte

der Mutationstragerinnen und der Wildtypgruppe getrennt, so fallt eine deutlichere
Abnahme der PTT im Schwangerschaftsverlauf im Plasma der Mutationstragerinnen
auf. In dieser Gruppe fallt die partielle Thromboplastinzeit vom ersten zum zweiten
Trimester von 30 Sekunden auf 28 Sekunden. Die niedrigsten Werte werden mit 25
Sekunden in der spaten postpartalen Probe erreicht. Die Unterschiede zur

Wildtypgruppe sind jedoch nicht signifikant (Mann-Whithney U — Wilcoxon — Test).

aPTT: Wildtyp versus Marburg | )
Wildtyp

Marburg |

Sekunden
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1. Trimester 2. Trimester 3.Trimester Entbindung Wochenbett

Abbildung 6: aPTT im Verlauf der Schwangerschaft

3.2.3. Fibrinogen

Zugrundegelegter Normbereich 2.5 bis 4 g/I.
Die Fibrinogenwerte stiegen im Verlauf der Schwangerschaft signifikant und
kontinuierlich an (p<0.0001, Friedman Two-Way Anova) und lagen auch postpartal
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noch deutlich Uber den Normalwerten Nichtschwangerer. Betrachtet man innerhalb
der Schwangerengruppe die Fibrinogenwerte der Wildtypgruppe und die der
Mutationsgruppe separat voneinander, ergeben sich folgende Ergebnisse, Angaben
als Mittelwerte:

Wildtypgruppe: Zu Beginn der Schwangerschaft lagen die Mittelwerte bei 3.4 g/l.

Zum Zeitpunkt der zweiten Abnahme lagen die Werte bei 4.3 g/l, zum Zeitpunkt der
dritten Probe bei 5.1 g/l. Nach der Entbindung lagen die Werte in der frihen
postpartalen Probe bei 5.0 g/l und blieben bis zur zweiten Abnahme im Wochenbett
konstant. Betrachtet man diese Werte in Relation zu den Normalwerten, so liegen die
von uns ermittelten Werte ab dem zweiten Trimester aullerhalb dieses
Normbereiches, im zweiten Trimester 7.5 % uUber der Norm, im 3. Trimester 27.5 %
uber der Norm und postpartal 50% Uber der Norm.

Mutationsgruppe: Es zeigt sich ein schwacherer Anstieg der Fibrinogenwerte im

Plasma der Mutanten, als in der Wildtypgruppe. Dort lagen die Werte erst ab dem
dritten Trimester mit 4.8 g/l 20% Uber dem Normbereich und erreichten nach der
Entbindung Maximalwerte von 6 g/l. Diese Unterschiede zur Wildtypgruppe waren

nicht signifikant ( Mann-Whithney U — Wilcoxon — Test).

Fibrinogen: Wildtyp versus Marburg |

Wildtyp
gll Marburg

1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester Entbindung Wochenbett

Abbildung 7: Fibrinogen im Verlauf der Schwangerschaft
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3.3. Veranderungen von FSAP

Bei allen Probandinnen wurde zu den oben genannten Zeitpunkten der FSAP-
Antigengehalt, die FSAP-Aktivitat und das Verhaltnis von FSAP-Aktivitat und FSAP-
Antigen (Ak/Ag-Ratio) im Plasma bestimmt. Dabei wurde einerseits zwischen den
Werten der Kontrollgruppe und denen der Schwangerengruppe verglichen. Es
zeigten sich bei den Schwangeren signifikant hohere Werte fur FSAP-Antigen und -
Aktivitat im gesamten Schwangerschaftsverlauf. Die Aktivitatswerte erreichten dabei
im Einzelfall bis zu 4fach hohere Werte. Das Maximum der Werte lag zwischen dem
2. und 3. Trimester. Der Anstieg im Schwangerschaftsverlauf war signifikant. Nach
der Entbindung fielen die Werte beider Parameter langsam ab und naherten sich
denen der Kontrollgruppe. Eine Normalisierung der Werte bis zur 6. bis 8.
postpartalen Woche ist anzunehmen. Es wurde zwischen den Werten der
Schwangeren mit Marburg | Mutation und denen ohne Mutation im FSAP-Gen
verglichen. Dabei zeigte sich in der gesamten Schwangerschaft und postpartal eine
signifikant niedrigere Aktivitat im Plasma der Schwangeren mit Mutation, als bei der
Wildtypgruppe. Der Antigengehalt war annahernd gleich in beiden Gruppen. Die
Ergebnisse der Studie liegen weit aullerhalb des in der Kontrollgruppe ermittelten
Referenzbereiches fur FSAP-Aktivitat und Antigen.

3.3.1. FSAP- Antigen

Die FSAP-Antigenlevel stiegen im Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich und
signifikant (p<0.0001, Friedman-Two-Way-Anova) an und erreichten im dritten
Trimester Maximalwerte. Nach der Entbindung blieben sie noch deutlich Uber den
Werten  der  Kontrollgruppe erhoht. Betrachtet man innerhalb  der
Schwangerengruppe die FSAP-Antigenwerte der Wildtypgruppe und die der
Mutationsgruppe separat voneinander, ergeben sich folgende Ergebnisse:

Wildtypgruppe: Ausgehend von einem Plasmawert von 1422 mPEU/mI in der 5. bis

21. SSW, steigen die Antigenlevel im Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich und
signifikant an (p<0.0001, Friedman-Two-Way-Anova ). Die Maximalwerte von 2002
mPEU/ml werden im dritten Trimester erreicht. Nach der Entbindung fallen die Werte
langsam ab und liegen in der spaten postpartalen Probe bei 1552 mPEU/mI und
damit signifikant niedriger als in der frihen postpartalen Probe. Im Vergleich zu den
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Werten der Wildtypkontrollgruppe liegen die Antigenwerte zu jedem Zeitpunkt der
Schwangerschaft und des Wochenbettes signifikant GUber denen nicht schwangerer
Frauen (Mann-Whithney U — Wilcoxon — Test).

Mutationsgruppe: Die Antigenwerte fur FSAP der Gruppe mit nachgewiesener

Marburg | Mutation liegen im gesamten Untersuchungszeitraum niedriger als die der
Wildtypgruppe. Ebenso wie die Werte der Wildtypgruppe, steigen die Antigenwerte
der Mutationstragerinnen im Verlauf der Schwangerschaft an. Ausgehend von 1086
mPEU/m| im ersten Trimester erreichen die Werte im dritten Trimester mit 1588
mPEU/ml ihr Maximum. Nach der Entbindung fallen die Werte kontinuierlich ab.
Unsere zweite postpartal durchgeflihrte Probe besteht im Falle der Mutanten
lediglich aus einer Probandin, so dass der ermittelte Wert von 1943 mPEU/ml vor
dem Hintergrund der geringen Fallzahl als untypischer Ausreilderwert gedeutet
werden sollte. Trotz insgesamt niedrigerer Werte als in der Wildtypgruppe, liegen
auch die FSAP-Antigenlevel der Mutantengruppe im gesamten
Untersuchungszeitraum uUber denen der Mutationskontroligruppe (Mann-Whithney U-

Wilcoxontest).

- FSAP Antigen im Plasma gesunder Schwangerer

mPFI I/ml

4000
p<0,0001
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p<0,0001  p<0,0001
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N . ' ' ‘
0 ‘ ‘

Kontrollgruppe 1. n=101 2.n= 90 3.n=71 Entblndung Wochenbett
n =46 n=42

Trimester

Abbildung 8: FSAP Antigen im Plasma gesunder Schwangerer
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FSAP Antigen: Wildtyp versus Marburg |

Wildtyp
mPEU/m Marburg |
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Abbildung 9: FSAP Antigen: Wildtyp versus Marburg |

3.3.2. FSAP-Aktivitat

Die gemessene Aktivitat stieg in der gesamten Studienpopulation im Verlauf der
Schwangerschaft auf dreifach erhohte Werte gegenudber der Kontrollgruppe
signifikant an. Der Unterschied zwischen den Werten der Wildtypgruppe und denen
der Mutationsgruppe erreichte ebenfalls fur alle Messzeitpunkte hohe Signifikanz
(Mann-Whithney-U-Wilcoxon-Test). Betrachtet man innerhalb der
Schwangerengruppe die FSAP-Aktivitat der Wildtypgruppe und die der
Mutationsgruppe separat voneinander, ergeben sich folgende Ergebnisse:

Wildtypgruppe: Zum Zeitpunkt der ersten Probenentnahme lagen die Aktivitatslevel
bereits bei 1626 mPEU/mI und damit 594 mPEU/ml Uber denen der
Wildtypkontrollgruppe. Im zweiten Trimester erreichte die Aktivitat mit 3249 mPEU/mI

ihr Maximum. Die Messung im dritten Trimester ergab Werte von 2789 mPEU/mI und
dieser stete Abfall der Aktivitatslevel setzte sich bis in die Wochenbettphase fort. Die
erste postpartale Messung zeigte noch 2489 mPEU/mI, bis zur zweiten

Probenentnahme waren die Werte dann signifikant auf 2032 mPEU/mI gefallen und
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lagen damit immer noch weit Uber denen nicht schwangerer Frauen. (Mann-
Whithney-U-Wilcoxon-Test).
Mutationsgruppe: Die Aktivitatslevel der Probandinnen mit nachgewiesener Marburg

| Mutation lagen ebenfalls weit Uber denen der Kontrollgruppe mit derselben
Mutation. Die Messung im ersten Trimester zeigte Werte von 542 mPEU/mI. Damit
waren sie ca. doppelt so hoch, wie die der entsprechenden Kontroligruppe,
erreichten jedoch nur ein Drittel der Werte der Wildtypgruppe im ersten Trimester. Im
zweiten Trimester erreichten die Werte mit 1233 mPEU/mI ihr Maximum, um zum
dritten Trimester auf 959 mPEU/mI| abzusinken. Nach der Entbindung stiegen die
Werte leicht an, wobei die letzte postpartale Probe (n=1) erneut kritisch zu bewerten
ist. Insgesamt lagen die Aktivitatslevel der Mutationstragerinnen in der gesamten
Schwangerschaft und postpartal signifikant unter denen der Wildtypgruppe. Im ersten

Trimester erreichte dabei die Signifikanz mit p= 0,0002 (Mann-Whithney-U-Wilcoxon-

Test).
FSAP Aktivitat im Plasma gesunder Schwangerer
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Abbildung 10: FSAP Aktivitat im Plasma gesunder Schwangerer
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Abbildung 11: FSAP Aktivitat: Wildtyp versus Marburg |

3.3.3. Aktivitat/ Antigen- Ratio

Zusatzlich zu FSAP-Aktivitat und Antigenspiegel, ist der Quotient aus FSAP-Aktivitat
und Antigen ein hilfreiches rechnerisches Konstrukt, mit Hilfe dessen man das
unterschiedliche Verhalten von FSAP- Antigen und Aktivitat im Verlauf der
Schwangerschaft verdeutlichen kann. Fur die gesamte Studienpopulation zeigte sich
eine signifikante (p<0.0001, Friedman Two-Way Anova) Veranderung vom Beginn
der Schwangerschaft bis zum Wochenbett. Ausgehend von einem Verhaltnis von
1,64 im ersten Trimester, steigt das Verhaltnis zum zweiten Trimester rasch bis auf
3,14. Im weiteren Verlauf sinken die Werte auf 2,58 bzw 2,64 zum letzten
Abnahmezeitpunkt ab. Dies zeigt deutlich, dass die Aktivitdt in hdherem Ausmal}
ansteigt, als der Antigengehalt des Enzymes. Betrachtet man Wildtyp- und

Mutantengruppe getrennt voneinander, so ergibt sich folgendes Bild.
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Wildtypgruppe: Ausgehend von einem nahezu ausgeglichenen Verhaltnis von

Aktivitat und Antigen in der Wildtypkontrollgruppe (1,1), liegen die Werte des ersten
Trimester mit 1,2 noch nahe bei diesen. Im zweiten Trimester steigt die Aktivitat
starker als das Antigen, was die Ratio von 1,8 verdeutlicht. Die Werte des dritten
Trimesters und der frGhen postpartalen Probe liegen mit 1,4 und 1,5 darunter. Zur
zweiten Wochenbettprobe fielen die Werte weiter bis auf 1,3, entsprechend eines
sich wieder einstellenden Gleichgewichtes.

Mutationsgruppe: Mit einem Verhaltnis von 0,6 liegen die Werte in dieser Gruppe

bereits im ersten Trimester weit unter denen der Wildtypgruppe, passend zu einer
signifikant erniedrigten Aktivitat in der Muationsgruppe bei relativ normalem
Antigengehalt. Zum zweiten Trimester steigt die Ratio leicht bis auf 0,8 an, da auch
die Aktivitatswerte zu diesem Zeitpunkt ihr Maximum erreichen. Im dritten Trimester
sinkt der Wert erneut auf 0,6 und bleibt dann in den letzten beiden Proben bei 0,8. Im
Vergleich zu dem Wert der nicht schwangeren Frauen mit der Marburg | Mutation von
0,4 , lag somit das Verhaltnis aus Aktivitdat und Antigengehalt des Plasmas der

Schwangeren stets Uber dem der Kontrollgruppe (Mann-Whithney-U-Wilcoxon-Test).

Aktivitat/
Antigen
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Abbildung 12: FSAP Aktivitat/Antigen-Ratio, Wildtyp versus
Marburg |
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Zur besseren Ubersicht aller in der Studie erhobenen quantitativen Parameter im

Folgenden eine Tabelle mit Darstellung der Ergebnisse.

Studienpopulation

(Mittelwert +/- SD)

Variablen

Kontrollgruppe Schwangerschaftsverlauf Entbindung Wochenbett
(>24h-52
5.-21. SSW 19. - 38. SSW 25.-39. SSW (<24h postpartal)
Tage)

Mutations Mar

Wildtyp [Marburg | |Wildtyp [Marburg | |Wildtyp |Marburg | |Wildtyp [Marburg I |Wildtyp |Marburg | |Wildtyp
status burg |
Anzahl (n) [(n=44) [(n=5) (n=96) |(n=5) (n=85) |(n=5) (n=66) |(n=5) (n=42) ((n=4) (n=42) |(n=1)
FSAP

955 +/-[701  +/-|1422+/-|1086 +/-|1861+/-|1557 +/-|2002+/- |[1588 +/-|1681+/-|1263 +/-|1552+/-
Antigen 1943

170 254 315 515 379 371 323 435 241 227 351
(mPEU/mI)
FSAP

1032+/- |269  +/-|1626+/- |542  +/-|3249+/- {1233 +/-|2789+/- 959  +/-|2489+/-|1014 +/-|2032+/-
Aktivitat 1524

178 144 515 129 1157 |892 734 145 676 209 755
(mPEU/mI)

1,1 +/-|04 +/-1,2 +/-|06 +/-[1,8 +/-|0,8 +/-[1,4 +/-|0,6 +/-|1,5 +/-|0,8 +/-[1,3 +/-
Ak/Ag-ratio 0,8

0,2 0,1 0,3 0,2 0,6 0,4 0,3 0,2 0,4 0,2 0,3
PT 107 +/-|109 +/- |108 +/-[111  +/-[107 +/-|111  +/-|105 +/-|95  +/- {112 +/- 106
(%) 12 5 13 11 16 19 17 12 11
aPTT 32 +/-(30 4/~ |31 +/-|28  +/- |31 +/-128 +/- |29 +/-|31  +/- |33 +/- 05
(sec.) 10 3 11 2 12 5 8 3 4
Fibrinogen 34 +/-[3 +/- 14,3 +/-|13,6 +/-|51 +/-[48 +/-|5 +/-|6 +-15  +/- 5
(a/l) 0,9 0,4 1 0,7 1,1 0,9 1 2 2

Tabelle 3: Zusammenfasung aller Studienergebnisse

3.4. Mutterpassauswertung

Zur Interpretation der Mutterpassbefunde wurde die Studiengruppe in eine Mutanten-
und eine Wildtypgruppe eingeteilt. Es traten jedoch keine signifikanten Unterschiede

bezuglich der erhobenen Daten zwischen diesen beiden Gruppen auf.
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Die Werte der Wildtypgruppe zeigen aufgrund der gréfReren Probandinnenanzahl
insgesamt eine groRere Varianz. Im Einzelnen wurden folgende Befunde erfasst. Die
Blutgruppenverteilung zeigte in der Wildtypgruppe eine deutliche Dominanz der
Blutgruppe A Rhesus positiv (49%), wahrend in der Mutantengruppe 60% der Frauen
0 Rhesus positiv aufwiesen. Alter und Gewicht zu Beginn der Schwangerschaft
unterschieden sich in beiden Gruppen nicht wesentlich voneinander, das mittlere
Gewicht lag in der Wildtypgruppe mit 62.5 kg etwas hoher als in der Mutantengruppe
(47.5 kg). Der im Verlauf der gesamten Schwangerschaft ermittelte niedrigste
Hamoglobinwert lag mit 8.8 g/dl in der Mutantengruppe unter dem der Wildtypgruppe
von 10.2 g/dl, die Werte liegen damit leicht unter der Grenze von 11 g/dl und sind als
Anamie zu werten. Keine der Frauen erhielt eine spezifische Anamietherapie. 13.7%
der Wildtypfrauen zeigten in der Schwangerschaft Symptome einer Varikosis, in der
Mutantengruppe trat diese Erkrankung nicht auf. Im Mutterpasss wurden eine Reihe
von standardisierten Fragen und deren Antworten erhoben, dazu gehoren
Krankheiten oder Auffalligkeiten in der Eigen- und Familienanamnese der
Schwangeren, die auf ein mogliches Risiko fur das ungeborene Kind hindeuten
konnten. In der Wildtypgruppe gaben 25% der Frauen an, an einer Allergie zu leiden,
in der Mutationsgruppe waren es 40%. Die genaue Allergie wurde nicht angegeben.
60% der Mutationstragerinnen war in dieser Schwangerschaft alter als 35 Jahre und
somit einem statistisch hoheren Risiko von Problemen ausgesetzt, in der
Wildtypgruppe waren dies 17.5%. 24% der Wildtypfrauen gab eine erhohte familiare
Belastung an, womit Diabetes, Hypertonie, Missbildungen, genetische und
psychische Krankheiten gemeint sind, eine Differenzierung fand nicht statt. In der
Gruppe der Marburg | Mutationstragerinnen, gab keine Frau diese Risikonummer an.
Wohingegen 20% dieser Frauen ein totes oder geschadigtes Kind in der Anamnese
angaben, in der Wildtypgruppe waren es lediglich 5%, ein Grund fur das Versterben
wurde nicht erfasst. An weiteren Risikobefunden in der Wildtypgruppe sind noch zu
nennen die Blutungs- oder Thromboseneigung bei 2.5%, zwei oder mehr
stattgehabte Aborte oder Fehlgeburten bei 3.75% und bei ebenfalls 3.75% der
Frauen eine Adipositas zu nennen. Die genaue Auflistung dieser Verteilungen ist der
Tabelle 5 zu entnehmen. In der Wildtypgruppe hatten bereits 4.88% 2 und 9.76% 1
vorherigen Abort erlitten, in der Mutationsgruppe gab keine der Frauen diesen Punkt
an. In der Wildtypgruppe erlitten 4 der von uns betreuten Schwangeren einen missed
abortion und schieden somit ab diesem Zeitpunkt aus der Studie aus. Bei Vergleich

der Gruppe der Frauen mit erlittenem missed abortion und der restlichen
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Studienpopulation, um mogliche Korrelationen mit abnormen FSAP-Werten oder
anderen Auffalligkeiten zu ermitteln, ergeben sich keine Auffalligkeiten. Es wurden
FSAP-Aktivitat, FSAP-Antigen, Aktivitats-Antigen-Quotient, Quick, PTT und
Fibrinogen im Plasma der Frauen mit normal verlaufener Schwangerschaft und
denen mit missed abortion jeweils zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme
verglichen. Fir keines der Merkmale konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen festgestellt werden (t-Test fUr unabhangge Stichproben).
Ebenso zeigte sich keine Korrelation zwischen dem Verlauf von FSAP-Antigen und
Aktivitat in der Schwangerschaft und dem Verhalten von Quick, PTT, Fibrinogen und

den erhobenen qualitativen Merkmalen.

Mittelwert +/- SD

FSAP-Antigen (mPEU/mI)
Missed abortion 1412.0 +/- 335.6
Schwangere (1. Trimester) [1405.1 +/- 333.3

FSAP-Aktivitat (mPEU/mI)
Missed abortion 1866.9 +/-484.2
Schwangere (1. Trimester) |1560.2 +/- 556.8

Aktivitat/Antigen-Ratio

missed abortion 1.3 +/-0.2

Schwangere (1. Trimester) |[1.1  +/- 0.3

Tabelle 4: Missed abortion im Vergleich zu restlichen Schwangeren

Auch die schwangeren Frauen mit bekannter Blutungs- oder Thromboseneigung
oder Varikosis in der Schwangerschaft zeigten keine auffalligen Werte fur FSAP-
Antigen oder -Aktivitat. Ebenfalls zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
stattgehabten oder aktuellen missed abortions, intrauterinen Fruchttoden und
anderen Problemen in der Schwangerschaft und abnormen Blutwerten fur FSAP.

Im Rahmen der postpartalen Blutenthnahme wurden die Daten der im Rahmen
unserer Studie geborenen Kinder erhoben und verglichen. Es zeigte sich in der

Mutationsgruppe mit 60% eine Knabenwendigkeit, in der Wildtypgruppe waren
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46.3% der Kinder Jungen. Dies entspricht der normalen Verteilung. Das
Geburtsgewicht lag in der Wildtypgruppe bei im Mittel 3180 g, die Entbindung
erfolgte bei 82% der Frauen spontan in der 39. SSW. In der Mutationsgruppe wogen
die Kinder mit im Mittel 2737g etwas weniger und kamen in der 32. SSW in 80%
spontan zur Welt. Der Groldteil der untersuchten Schwangeren hatte weder in der
Schwangerschaft, noch unter der Geburt schwerwiegende Probleme. 6.3% der
Wildtypgruppe wurden stationar bei schwangerschaftsinduzierter Hypertonie oder
HELLP-Syndrom aufgenommen, 21% zeigen eine intrauterine
Wachstumsretardierung und 2.1% pathologisch gefarbtes Fruchtwasser. Dies war in
der Mutationsgruppe die einzige Auffalligkeit mit 20% der Frauen.

Insgesamt ist eine aussagekraftige Interpretation der erhobenen Befunde und der
ermittelten FSAP-Werte in der Gruppe der Mutationstragerinnen auf Grund der
geringen Fallzahl kaum maglich. Bei den beobachteten
schwangerschaftsabhangigen Problemen, insbesondere Blutungen, Thrombose und
Fehlgeburten konnte kein eindeutiger Zusammenhang zu hohen oder niedrigen
FSAP-Werten gefunden werden. In der folgenden Tabelle sind die einzelnen

Ergebnisse der Mutterpassauswertung zusammengefasst.
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Mutationsstatus

Wildtyp (n=96)

Marburg | (n=5)

Alter 28 +/- 1 324 +/-6.2

(in Jahren ,MW +- SD)

Blutgruppe 43% ARh+, 6.3% ARh- 60% ORh+
19% BRh+, 2.5% BRh- 40% BRh+
17.5% ORh+, 7.5%0Rh-
5% ABRh+

Gewicht der Mutter vor |62.5 +/- 12.5 47.5 +/-10.3

SS-Beginn (in kg, MW +- SD)

Hamoglobin 10.72 +/- 1.04 8.8 +/- 0.9

(niedrigster Wert im SS-Verlauf

in g/dl, MW+- SD)

Varikosis in dieser SS 13.7 % 0%

Besonderheiten in der

Anamnese

25% Allergie

24% Familiare Belastung
17.5% Schwangere > 35 Jahre
12.5% Z.n.Sectio

11.3% Frihere eigene schwere
Erkrankung

5% Totes/geschadigtes Kind in
der Anamnese

3.75% Adipositas

3.75% Z.n. 2 oder mehr
Fehlgeburten/Aborten

3.75% Komplikationen bei
vorherigen SS

2.5% Blutungs-/
Thromboseneigung

2.5% Diabetes mellitus

40% Allergie

60% Schwangere > 35 Jahre

20% Totes/geschadigtes Kind

in der Eigenanamnese

Anzahl voriger

Entbindungen

47.5% 0

36.3% 1

15% 2

3.8% 3 oder mehr

100% 1
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Art voriger 87.8% spontan 100% spontan
9.8% Sectio
2.4% Beides

Entbindungen

Anzahl voriger Aborte [85.4% 0 100% 0

9.8% 1

4.9% 2
Geburtsmodus 82% spontan 80% spontan

18% Sectio 20% Sectio
Geburtsgewicht 3180 +/- 531.9 2737 +/- 283
(in g, MW +- SD)
Geburtsalter 39.6 +/- 1.6 32 +/-0.9
(SSW, MW +- SD)
Kindsgeschlecht 46.3% mannlich 60% mannlich
Probleme in SS und 6.3% SIH/HELLP 20% pathologisches FW
Geburt 2.1% IUGR 80% ohne Probleme

2.1% pathologisches FW
1.1% vorzeitige Wehen
1.1% vorz. Plazentaldésung
1.1% Diabetes mellitus

85% ohne Probleme

Tabelle 5: Ergebnisse der Mutterpassauswertung

3.5. Immunhistochemie

Eine positive intrazytoplasmatische Reaktion gegen FSAP zeigte sich vor allem in
Epithelien. Die Reaktion der meisten mesenchymalen Stromazellen in komplexen
Geweben war negativ. Eine besonders stark positive Reaktion zeigten die
Deziduazellen, Zyto- und Synzytiotrophoblastzellen der Plazenta, sowie das

Chorionepithel und die Fibroblasten der Eihaute.
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Plazenta mAK 1189 mAK 677
Chorionepithel 3+ 2+
Amnionepithel 2+ 2+
Deziduazellen 2+ - 3+ 2+
Stromazellen 0 nicht eindeutig positiv
Gefassendothel 1+ 1+
Eihaute

Amnionepithel 3+ 2+
Deziduazellen 3+ 1+
Fibroblasten 3+ 1+ -2+
Endometrium

Drusenepithel 3+ 2+
Stromazellen 0 1+
Myometrium 1+ 1+
Gefassendothel 1+ 2+

Tabelle 6: Farbeintensitat verschiedener Gewebe mit zwei mAKs

gegen FSAP

Abbildung 13: FSAP in der Plazenta

Im Endometrium des

Uterus war

Abbildung 14: FSAP in den Eih&uten

eine verstarkt apikale Farbung des

Drusenkorperepithels zu erkennen. Vergleichbar starke Reaktionen zeigten sich
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aulBerdem in den Epithelien des Dinndarms, des Pankreas, des Ductus zysticus,

des Hodens, der Mamma und in den elastischen Fasern der Lunge (53).

4. Diskussion

4.1. Studienergebnisse

Die vorliegende Studie hat das Verhalten von FSAP, mit seiner multifunktionalen
Rolle in Hamostase, Gerinnung und Zellinvasion in der Schwangerschaft und im
Wochenbett untersucht. Der Antigengehalt von FSAP zeigte von Beginn des ersten
Untersuchungszeitpunktes (5.-21.SSW) eine signifikante Erhohung im Vergleich zur
nichtschwangeren Kontrollgruppe. Im Verlauf stieg der Antigengehalt bis auf ein
Maximum von ca. 2000 mPEU/ml im 3. Trimester an, das entspricht einer
Verdopplung der Werte der Kontrollgruppe. Nach Entbindung fielen die Werte
langsam bis zur 4. postpartalen Woche auf Normalniveau ab. Die Aktivitat von FSAP
verhalt sich im Verlauf der Schwangerschaft gleichsinnig, zeigt aber insgesamt eine
ausgepragtere Steigerung. Ausgehend von einer prapartalen Aktivitat von ca. 1000
mPEU/mI| steigt die Aktivitat bis auf Gber 3000 mPEU/ml im 2. Trimester an,
postpartal zeigt sich ein langsamer Abfall der Werte. Die Steigerung des
Antigengehaltes und der Aktivitat war zu jedem Zeitpunkt signifikant gegenuber den
Werten der Kontrollgruppe. Die Werte der 5 Probanden mit nachgewiesener Marburg
| Mutation (Mutationsfrequenz 4.95%) zeigten bei gleichsinnigem Anstieg des
Antigengehaltes und der Enzymaktivitat im Verlauf der Schwangerschaft insgesamt
signifikant niedrigere Werte. Der Antigengehalt der Mutationsgruppe stieg auf
maximal ca. 1500 mPEU/ml im 3. Trimester und lag damit ca. 500 mPEU/mI
niedriger, als die Werte der Wildtypgruppe zum gleichen Zeitpunkt. Die Aktivitat der
Mutationstragerinnen stieg auf maximal ca. 1200 mPEU/ml im 2. Trimester an und
lag damit bei weniger als 50% der entsprechenden Wildtypwerte. Die Frauen mit
nachgewiesener Marburg | Mutation wiesen keine klinischen Ereignisse in der
Schwangerschaft oder unter der Geburt auf. Es konnte keine Korrelation zwischen
Pathologien wie Abort, Praeklampsie oder Thrombose und der Mutation
nachgewiesen werden. Bei 2 der 5 Frauen mit Marburg | Mutation lag zusatzlich die
Marburg Il Muation vor. Die Aktivitatslevel waren gegentber denen der Marburg |
Tragerinnen nicht verandert. Auch in dieser Gruppe war keine klinische Pathologie
nachweisbar. Die globalen Gerinnungstests waren in der Wildtyp- und
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Mutationsgruppe nicht signifikant unterschiedlich. Es kam insgesamt zu einem
Anstieg der Fibrinogenwerte auf maximal 5 g/, die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit zeigte im Verlauf der Schwangerschaft eine leichte Verkirzung,
die Thromboplastinzeit blieb im Verlauf weitestgehend konstant. Die beschriebenen
Veranderungen von FSAP korrelierten also mit keiner messbaren Anderung von
Quick, PTT oder Fibrinogen. Zusammenfassend zeigt FSAP ein ahnliches,
wahrscheinlich hormoninduziertes, Verhalten in der SS wie viele andere

Gerinnungsenzyme auch.

4.2. Grund der Studiendurchfiihrung

Als physiologisch thrombophiler Zustand ist die Schwangerschaft ein einzigartige
Maglichkeit die Veranderungen der Gerinnung, Fibrinolyse und des GefalRystems im
Rahmen einer sich entwickelnden Hyperkoagulabilitdt zu untersuchen. Zum einen
muss ein kontinuierlicher Blut- und Versorgungsstrom zur sich entwickelnden utero-
plazentaren Einheit sichergestellt sein, zum anderen ist ein plétzliches Stoppen
dieses Blutflusses zum Zeitpunkt der Entbindung lebensnotwendig fur Mutter und
Kind. Es kommt zu einem Anstieg der meisten Gerinnungsfaktoren und zu einer
Gerinnungsaktivierung. Zudem sichert eine ebenso aktivierte Fibrinolyse den
ungestorten systemischen Blutfluss, wohingegen in der Plazenta erhoht vorliegende
Fibrinolyseinhibitoren die Integritdt der Schwangerschaft sichern. Trotz der
Kenntnisse dieser Vorgange macht eine nachwievor hohe mutterliche Mortalitat auf
Grund vendser Thrombosen und Lungenembolien weitere Studien notwendig, um
diese Zahl vermeidbarer perinataler Todesfalle zu minimieren.

FSAP ist ein kurzlich entdecktes, im humanen Plasma als Prekursor zirkulierendes
Enzym, das zur Familie der Serinproteasen gehort. Es wird durch
Glykosaminoglykane, mRNA und Autokatalyse aktiviert und entfaltet Gber Aktivierung
des Gerinnungsfaktors VII, scu-PA und Hemmung der Migration und Proliferation
glatter Muskelzellen seine vielschichtigen Funktionen. Das Verhalten von FSAP in
der Schwangerschaft wurde bisher nicht untersucht, es exisitieren keine Normalwerte
fur Schwangere. Die vorliegende Studie erfasste bei einer Studienpopulation von 101
gesunden schwangeren Frauen den Antigengehalt, die Aktivitat und den DNA-Status

von FSAP im Verlauf der Schwangerschaft und nach der Entbindung, sowie

54



allgemeine Gerinnungsanalysen und klinische Ereignisse (wie Abort, Thrombose
oder Eklampsie).

Die individuelle Einschatzung des Thromboserisikos einer Schwangeren ist
umfangreich, kostenaufwandig und ohne klare Zielsetzung ineffizient. Daher ist eine
Aufdeckung aller zur Wahrung des Gleichgewichts zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse in der Schwangerschaft beitragenden Faktoren wichtig und muss durch
Studien vorangetrieben werden. Im Rahmen der optimalen und individuellen
Risikostratifizierung jeder schwangeren Frau, ist ein detailliertes Verstandnis der
Veranderungen des Gerinnungssystems notwendig. Das in der vorliegenden Studie
untersuchte Verhalten von FSAP in der Schwangerschaft ist ein weiterer Baustein

zur Vervollstandigung dieses Bildes und wurde bislang nicht untersucht.

4.3. Ergebnisse im Einzelnen
4.3.1. DNA-Analyse

Die durchgefiihrte Studie ergab in der Studienpopulation von 101 Schwangeren eine
Haufigkeit der Marburg | Mutation von 4.95%. Die Mutationsfrequenz stimmte mit der
aus anderen Studien Uberein. Es wurden nur heterozygote Tragerinnen identifiziert.
Die Enzymaktivitat der Mutationsproben zeigte die typische um 50-80% reduzierte
Fahigkeit scuPA zu aktivieren, wahrend die Antigenlevel nicht signifikant erniedrigt
waren. 0.4% der Marburg | Tragerinnen wiesen zusatzlich die Marburg Il Mutation
auf. Die Enzymaktivitat dieser Plasmaproben war nicht zusatzlich erniedrigt. Vor dem
Hintergrund der bekannten klinischen Auswirkungen der Marburg | Mutation, wie
Exazerbation fortgeschrittener Atherogenese (46,96) und Erhéhung des Risikos einer
tiefen Venenthrombose (32,40,41), wurden die Mutterpasse der Probandinnen auf
mogliche klinische Zusammenhange untersucht. Die 5 Mutationstragerinnen zeigten
keinerlei gerinnungsassoziierte klinische Probleme wie Thrombose, Lungenembolie
oder Aborte. Jedoch hatten 20% der Marburg | Tragerinnen ein totes oder
geschadigtes Kind in der Eigenanamnese, eine genaue Differenzierung der
Schadigung wurde nicht durchgefuhrt. Im Einzelnen dominierte in der Guppe der
Mutanten die Blutgruppe 0 Rhesus positiv (60%), in der Wildtypgruppe A Rhesus
positiv (43%). Alter und Gewicht zu Beginn der Schwangerschaft unterschieden sich
nicht  wesentlich voneinander. Der niedrigste Hamoglobinwert im
Schwangerschaftsverlauf lag mit 8.8 g/dl in der Mutantengruppe unter dem der
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Wildtypgruppe. Als typische Auswirkung der schwangerschaftsinduzierten
Hypervolamie ist dies kaum als spezifische Mutationsauswirkung zu werten. Obwohl
60% der Mutanten alter als 35 Jahre waren und somit ein generell hoheres Risiko
schwangerschaftsassoziierter Probleme hat, traten keine Zwischenfalle auf. Das
Fehlen signifikanter Zusammenhange zwischen Vorliegen der Mutation und dem
Auftreten klinischer Symptome ist bei der niedrigen Fallzahl aul3erst kritisch zu sehen
und ist kaum verwertbar. Zusammenfassend hatte die zu einem
Amnosaureaustausch, nahe dem aktiven Enzymzentrum, fihrende Mutation Marburg
| keine erfassten Auswirkungen auf die Schwangerschaft, die Entbindung, das
Neugeborene und das Wochenbett. Die verminderte Fahigkeit scuPA zu aktivieren
scheint daher zumindest keine schwerwiegenden klinischen Folgen zu haben. Die 2
Frauen mit zusatzlicher Marburg Il Mutation hatten ebenfalls keinerlei Probleme. In
der Bruneckstudie zeigte sich die Marburg | Mutation als ein unabhangiger
Risikofaktor fur fortgeschrittene Atherogenese (96). Dagegen ist die Marburg |
Mutation bisher nicht sicher mit einem erhohten vendsen Thromboserisiko
vergesellschaftet (32), was einen in vivo eher profibrinolytischen Schwerpunkt des
Enzyms vermuten lasst. Zur Zeit ist es nicht moglich eine sichere Aussage zu den
Auswirkungen der Mutation fir den Trager zu treffen. Man kann beim Auftreten der
Mutation, trotz deutlicher Verminderung des fibrinolytischen Potentials, bisher nicht
von einer hereditaren Thrombophilie wie der Prothrombinmutation oder APC-
Resistenz sprechen. Moglicherweise kommt es erst bei homozygoter Auspragung

der Mutation zu relevanten klinischen Auswirkungen.

4.3.2. Quick, PTT, Fibrinogen

Die Thromboplastinzeit als Test des klassischen Extrinsic-Systems misst vor allem
die Aktivitat der Faktoren Il, VIl und X. Weniger empfindlich erfasst er auch Faktor V
und Fibrinogen. Im Verlauf der Schwangerschaft zeigte dieser Test keine signifikante
nVeranderungen. Es kam lediglich zu einem leichten Anstieg mit einem Maximum
von 112% in der Wildtypgruppe im Wochenbett. Alle Werte lagen innerhalb des
zugrunde gelegten Normbereiches von 70-130% . Die Werte der Wildtypgrupe lagen
leicht unter denen der Mutationsgruppe, die Unterschiede waren nicht signifikant. Die

Marburg | Mutation schwacht hauptsachlich die Fahigkeit scuPA zu aktivieren, die
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F VII-Aktivierungspotenz bleibt normal. Andere Arbeitsgruppen berichten Uber eine
Verkirzung der Prothrombinzeit bei Zugabe von FSAP zu Plasma. Daher lassen sich
die etwas hoheren Quickwerte in der Mutationsgruppe durchaus erklaren. Die
meisten Arbeitsgruppen berichten ebenfalls Uber einen leichten Anstieg des
Quickwertes im Verlauf der Schwangerschaft, was sich durch erhdhte Spiegel der
Gerinnungsfaktoren erklaren lasst (87). Zudem bewirkte die Zugabe des intakten
Enzyms im Thrombelastogramm einen beschleunigten Beginn der Gerinnung
(erhohter Quick, verkurzte aPTT, erhodhtes Fibrinogen) und eine beschleunigte
Clotlyse, hauptsachlich durch scuPA-Aktivierung durch FSAP (74,75). Die
Beobachtungen fligen sich also in die bisherigen Literaturangaben ein.

Als zweiter Standardtest der Globalgerinnung wurde die aktivierte partielle

Thromboplastinzeit bestimmt. Sie ist in erster Linie abhangig von den Faktoren VIII,

IX, XI und Xll. Es konnte eine signifikante Verklrzung der aPTT im Verlauf der SS
beobachtet werden. Trotzdem lagen alle Werte im Normbereich Nichtschwangerer
von 25 bis 36 Sekunden. Die Unterschiede zwischen Wildtyp- und Mutantengruppe
waren nicht sigifikant. In der Wildtypgruppe fielen die Werte von 32 Sekunden im 1.
Trimester bis auf 29 Sekunden direkt postpartal ab. In der Mutationsgruppe fallt die
aPTT vom 1. zum 2. Trimester um 2 Sek., im Wochenbett erreichen sie mit 25 Sek.
den niedrigsten Wert. Diese Veranderungen stimmen mit denen der Literatur
entommenen uberein (87) und zeugen von einer Zunahme der Faktoren V, VIII , X
und XII.

Die Fibrinogenkonzentration bestimmt die Plasmaviskositat, die mit steigenden

Fibrinogenkonzentrationen zunimmt. Zudem ist das Glykoprotein ein Akute-Phasen-
Protein. Die gemessenen Fibrinogenwerte stiegen im Verlauf der SS kontinuierlich
an und lagen teilweise deutlich Uber dem Normbereich von 2.5 bis 4 g/l
Nichtschwangerer. Die Unterschiede zwischen Wildtyp- und Mutationsgruppe waren
nicht signifikant. In der Wildtypgruppe stieg die Konzentration vom 1. zum 3.
Trimester um 1.7 g/l an und blieb bis zur Wochenbettentnahme konstant bei 5 g/l.
Damit lagen die Werte postpartal um 50% Uber der Norm. In der Mutationsgruppe
lagen die Konzentrationen erst ab dem 3. Trimester 20% Uber der Norm. Mehrere
Arbeitsgruppen beobachteten ebenfalls ansteigende Fibrinkonzentrationen in der SS
und erklaren dies teilweise mit der durch erhdhte Ostrogenspiegel induzierten
gesteigerten Fibrinogensysntheserate von Leberparenchymzellen (10,51,52,88).

Diese Steigerung ist physiologisch und ohne pathologische Auswirkungen.
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4.3.3. FSAP-Antigen

Die FSAP-Antigenlevel im Plasma sind Ausdruck der Enzymproduktion in der Leber
und abhangig vom Verbrauch und der Verteilung des Proteins in der Peripherie. Im
Verlauf der Schwangerschaft kam es in beiden Gruppen zu einem kontinuierlichen
und signifikanten (p<0.0001) Anstieg der Antigenkonzentrationen. Die
immunhistochemisch nachgewiesene FSAP-Produktion in der Plazenta (53) ist eine
mogliche Erklarung hierfur. Alle Werte lagen deutlich Uber denen der weiblichen
Kontrollgruppe . Auch nach Entbindung naherten sich die Werte nur langsam den
Normalwerten und lagen zum Zeitpunkt der spaten Wochenbettphase noch daruber.
Zudem lagen die Werte der Wildtypgruppe signifikant Uber denen der
Mutationsgruppe. In der Wildtypgruppe stieg der Antigenlevel ausgehend von 1422
mPEU/mI im 1. Trimester auf maximal 2002 mPEU/mI im 3. Trimester. In der
Mutationsgruppe folgten die Werte derselben Dynamik im Schwangerschaftsverlauf,
liegen aber insgesamt uber denen der Mutationskontrollgrupe, jedoch unter denen
der Wildtypgruppe. Ausgehend von 1086 mPEU/ml im 1. Trimester steigen die Werte
auf maximal 1588 mPEU/mI im 3. Trimester. Nach Entbindung nahern sich die Werte
langsam den Normalwerten an. Diese Ergebnisse widersprechen denen der
Arbeitsgruppe RoOmisch (76,77,78), dort waren die Antigenlevel der Trager der
Marburg | Mutation gegenuber der Wildtypgruppe nicht erniedrigt. Da unsere
Mutationsgruppe trotzdem den typischen Anstieg im Verlauf der SS und Abfall
postpartal zeigte, durfte der hormonelle Regelkreis zur Enzyminduktion intakt sein.
Aber das Ausmal} fallt moglicherweise auf Grund der Mutation geringer aus, es
kommt zu erniedrigten Antigenleveln. FSAP zeigt also in der Schwangerschaft und
im Wochenbett einen ahnlichen Verlauf wie viele andere Gerinnungsenzyme. Daher
liegt eine hormonelle Induktion der FSAP-Syntheserate in der Leber nahe, wobei
dies bisher nicht bewiesen ist. Die verminderten Antigenlevel in der Gruppe mit
Marburg | Mutation lassen sich durch verminderte Synthese oder gesteigerten
Verbrauch des Enzyms erklaren. Mdglicherweise wird das Protein auch priméar als
fehlerhaft in der Struktur erkannt und ,aussortiert®. Oder das zugehorige, veranderte
Gen kodiert flr eine niedrigere Proteinsysntheserate, was niedrigere Antigenspiegel
zur Folge hat. Die nicht nachweisbaren signifikanten Zusamenhange zwischen dem
Vorliegen der Mutation und messbaren Auswirkungen auf Globalgerinnungstets lasst

sich einerseits durch die geringe Fallzahl erklaren. Andererseits liegt eine

58



funktionierende komplexe Kompensierung des Gendefekts durch andere
Regelkreislaufe der Gerinnung und Fibrinolyse nahe, die klinische Auswirkungen

verhindert.

4.3.4. FSAP Aktivitat

Im Verlauf der SS kam es zu einem signifikanten, bis zu dreifachen Anstieg der
Aktivitatslevel im Vergleich zur Kontrollgruppe . Zudem waren die Werte der
Mutationsgruppe signifikant niedriger als die der Wildtypgruppe, im 1. Trimester
erreichte die Signifikanz dabei p=0.0002. In der Wildtypgruppe stiegen die Werte
ausgehend von 1626 mPEU/ml auf ein Maximum von 3249 mPEU/ml im 2.
Trimester. Die Werte der Wildtypkontrollgruppe liegen mit 1032 +/- 178 mPEU/mI
weit darunter. Auch zum Zeitpunkt der spaten Wochenbettentnahme lagen die Werte
mit 2032 mPEU/mlI noch weit Uber denen nichtschwangerer Frauen. In der
Mutationsgruppe zeigten die Werte eine ahnliche Dynamik, lagen aber insgesamt
signifikant unter denen der Wildtypgruppe. Ausgehend von 542 mPEU/mI stiegen sie
auf maximal 1233 mPEU/ml im 2. Trimester. Die Enzymaktivitat lag im gesamten
Untersuchungszeitraum deutlich Uber den Werten nichtschwangerer Frauen. Die
Grinde dieser gesteigerten Aktivitat wahrend der SS sind nicht geklart. Ostrogen und
Progesteron konnten ebenso wie das allgemeine Gerinnungssystem zur Aktivierung
von FSAP beitragen. Dies erklart auch die allgemein hoheren FSAP-Antigen- und
Aktivitatslevel bei Frauen (77). Ebenso wie der Fibrinolyseinhibitor PAI-2, dessen
Enzymlevel nur in der Schwangerschaft messbare Konzentrationen erreichen,
konnte die gesteigerte FSAP-Synthese eine Anpassung an die aktivierte Gerinnung
wahrend der Schwangerschaft sein. PAI-2 gehort ebenso wie FSAP zur Familie der
Serinproteasen und steigt von 0-2 ng/ml zu Beginn der Schwangerschaft auf tber
100 ng/ml am Termin an. Das Enzym wird ausschlief3lich in der Plazenta produziert
(3,64). PAI-2 tragt hochstwahrscheinlich zur Aufrechterhaltung der veranderten
Gerinnungshomoostase in der SS bei. Die spezielle Rolle von FSAP in diesem
Gleichgewicht ist noch unklar. Das Enzym unterliegt einer sehr effizienten
Autoaktivierung (25), welche z.B. durch Hyaluronsaure, Dextransulfate und
extrazellulare RNA beschleunigt werden kann (13,14, 62). Moglicherweise kommt es
mit fortschreitender Schwangerschaft zu zunehmenden GefalRmikrotraumata, was

sich an erhdhten Thrombomodulinspiegeln erkennen lasst (21). Dies fuhrt evtl. zur

59



RNA-Freisetzung und so zu einer (gesteigerten FSAP-Aktivierung. Die
Bindungsstellen fir RNA sind die EGF2- und EGF3-Doméanen des Enzyms (2). Die
Marburg | Mutation fuhrt zu einem Aminosaureaustausch nahe dem aktiven Zentrum
und durfte die RNA-Bindung daher nicht beinflussen. Allerdings ist die
dreidimensionale Struktur der EGF3-Domaéane essentiell fur die RNA-Bindung (2) und
diese wird durch die Mutation moglicherweise zerstort. Dies ist ein moglicher
Erkarungsansatz fur die verminderte FSAP-Aktivitat bei schwangeren

Mutationstragerinnen.

4.3.5. Aktivitat/ Antigen-Ratio

Das Verhaltnis von FSAP-Aktivitat (mPEU/mI) zu FSAP-Antigen (mPEU/mI)
veranschaulicht das unterschiedliche Verhalten dieser beiden ermittelten Werte. Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p<0.0001) der Ratio im Verlauf der SS. Dabei
steigt die Aktivitat in starkerem Ausmaly, als das Antigen. In der Wildtypgruppe
zeugen die Werte im 1. Trimester von einem fast ausgeglichenen Verhaltnis von
Enzymproduktion zu -aktivitat, die Ratio liegt bei 1.1. Das Maximum der Aktivitat wird
im 2. Trimester erreicht, wobei das Antigen in geringerem Ausmal} ansteigt. Daher ist
zu dem Zeitpunkt der Unterschied am ausgepragesten, die Ratio liegt bei 1.8. Zum
Ende des Wochenbetts ist das Verhaltnis wieder nahezu ausgeglichen, die Aktivitat
ist stark gesunken, die Ratio betragt 1.3. Die Mutantengruppe zeichnet sich durch
eine stark supprimierte Aktivitat bei fast normalem Antigengehalt aus. Die Ratio
verdeutlicht das. Ausgehend von 0.6 im 1. Trimester erreicht sie maximal 0.8 im 2.
Trimester. Der Regelkreis der gesteigerten Enzympoduktion scheint also trotz
Mutation zu funktionieren. Aber die normalen Antigenlevel fUhren durch Veranderung
des aktiven Zentrums nicht anndhernd zu einer derart gesteigerten Aktivitat, wie in

der schwangeren Wildtypgruppe.

4.3.6. Mutterpassauswertung

Die im Mutterpass erfassten Parameter und Merkmale zeigten keine

aulRergewohnlichen Haufigkeitsverteilungen in der Studienpopulation. Bezlglich der
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erhobenen Merkmale konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Wildtyp- und der Mutationsgruppe festgestellt werden. Frauen  mit
gerinnungsassoziierten Auffalligkeiten wie Abort, Blutungs- oder Thromboseneigung
zeigten keine Korrelation zur Marburg | Mutation oder abnormen FSAP-Werten. In
der Gruppe der Mutanten liel® sich keine Haufung von Aborten oder Thrombosen
nachweisen. Dieser fehlende rechnerische Zusammenhang muss vor dem
Hintergrund der niedrigen Fallzahl mit Zuruckhaltung interpretiert werden. Bei 4
Frauen (3.9%), alles Wildtypen, trat ein intrauteriner Fruchttod auf, sie schieden
daher nach der 1. Blutentnahme aus der Studie aus. Die Haufigkeit der intrauterinen
Fruchttode wird in gangigen gynakologischen Lehrblchern mit bis zu 1% angegeben.
Die Haufung in der Studienpopulation ist zufallig. Vergleicht man die im 1. Trimester
erhobenen Daten der Gruppe mit stattgehabtem missed abortion und der ohne
Probleme, so ergeben sich keine signifikanten Auffalligkeiten. Insbesondere keine
Korrelation zu abnormen FSAP-Werten. FSAP-Antigen und —Aktivitat der missed
abortion-Gruppe lagen nur leicht Uber den Werten der restlichen 97 Schwangeren.
Uber den weiteren Enzymverlauf I4sst sich leider keine Aussage treffen. Es sind eine
Reihe hereditarer Blutgerinnungsdefekte bekannt, die zu einer erhdhten
Abortneigung fluhren. Dazu gehéren u.a. die Faktor-V-Leiden-Mutation, der Protein-
C- oder S-Mangel und die Prothrombinmutationen. Alle diese Defekte fliihren zu einer
Hyperkoagulabilitdt und somit zu einem gestorten Gleichgewicht in der utero-
plazentaren Einheit, was letztendlich zum Absterben des Kindes fuhren kann. Ob
FSAP bzw. seine mutierte Form auf diese Vorgange einen entscheidenden Einfluss
hat, ist bisher nicht sicher bewiesen, aber auf Grund seiner Eigenschaften
wahrscheinlich. Eingehende Studien mit gezielt ausgewahlten Risikoschwangeren
sind notwendig, um das Verhalten und den Stellenwert von FSAP sicher beurteilen

zu konnen.

4.3.7. Immunhistochemie

In den immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich vor allem eine positive
intrazytoplasmatische Reaktion der FSAP-spezifischen Antikérper. Dies kann durch
denovo Synthese von FSAP in den betreffenden Organen, oder durch Ablagerung
des zirkulierenden Enzyms bedingt sein. Von besonderem Interesse, vor dem

Hintergrund des unklaren FSAP-Anstiegs in der SS, waren die

61



Gewebeuntersuchungen von Plazenta und Eihauten. Dort zeigte sich im
Chorionepithel und den Deziduazellen die starkste Reaktion. Ebenso in allen
Anteilen der Eihaute. Diese Ergebnisse lassen eine zusatzliche Enzymproduktion in
der Plazenta vermuten und erklaren die gesteigerten Antigenlevel in der SS. Das
Enzym wird modglicherweise lokal produziert und steuert in der utero-plazentaren
Einheit das sensible Gerinnugsgleichgewicht zum Erhalt der Schwangerschaft. Auf
Grund der hohen Affinitat des Enzyms zu geladenen Oberflachen, ist eine lokale,
zellular gebundene Funktion anzunehmen. So zeigte eine immunhistochemische
Untersuchung eine starke Expression von FSAP in der Neointima und Media
beschadigter oder atherosklerotischer Arterien. Das Enzym entfaltet dort
moglicherweise seine antiproliferative Wirkung auf proatherogene glatte
Muskelzellen (48). Die dort in hoher Konzentration vorliegende RNA ist ein effizienter
Kofaktor der Autokatalyse von FSAP (62). So kdnnten lokale Faktoren das Enzym an
den Ort wo seine Funktion bendtigt wird locken und so durch Interaktion mit der
Umgebung seine prokoagulatorischen oder —fibrinolytischen Eigenschaften je nach
Bedarf steuern. Da FSAP Uber Aktivierung von u-PA und Proteinen der
Extrazellularmatrix in die Vorgange des Gewebsumbaus und der Migration eingreift,
spielt es vielleicht eine ebenso bedeutende Rolle in der plazentaren Entwicklung wie
die durch PAI-2 gesteuerte u-PA-Kaskade.

4.4. Zusammenfassung und Ausblick

Die erste Studie zum Verhalten von FSAP in der SS ergab signifikant hohere Werte
fur FSAP-Antigen und Aktivitat im Vergleich zur nichtschwangeren Kontrollgruppe,
die Aktivitatslevel waren dabei starker erhoht. Zudem kam es im Verlauf der
Schwangerschaft zu einem signifikanten Anstieg der Werte fur FSAP-Antigen und
Aktivitat, mit einem Maximum im 3. Trimester. Nach der Entbindung zeigte sich eine
Normalisierung der Werte innerhalb von 4 Wochen postpartal. Dies ist ein ahnliches
Enzymverhalten, wie das der meisten anderen Gerinnungsenzyme in der SS. Die
Frequenz der Marburg | Mutation in der Studienpopulation lag mit 4.95% innerhalb
der fur die Kontroligruppe ermittelten Haufigkeitsverteilung. Die schwangeren
Mutationstragerinnen zeigten ebenso wie die Kontrollgruppe eine bis zu 50%
reduzierte Enzymaktivtat, bezogen auf die scu-PA-Aktivierung. Keine der 5
Mutationstragerinnen wies eine klinisch erfasste Pathologie wahrend der
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Schwangerschaft oder im Wochenbett auf. Es konnte keine Korrelation zwischen der
Mutation und der Abortrate, Thromboseinzidenz oder anderen Problemen festgestellt
werden.

Die Erklarungen flur diese Beobachtungen sind bisher nur teilweise gesichert. Eine
zusatzliche Produktion des Enzyms in der Plazenta erscheint angesichts der
nachgewiesenen plazentaren Expression von FSAP wahrscheinlich und erklart die
gesteigerten Antigenlevel. Im Rahmen des in der Schwangerschaft herrschenden
prokoagulatorischen Zustandes kommt es moglicherweise zu einer physiologischen
Aktvitatssteigerung des Enzyms. Zur Regulation der Funktion von FSAP tragen
hdchstwahrscheinlich vaskulare Proteaserezeptoren entscheidend bei. FSAP
entfaltet in der Schwangerschaft, getriggert durch lokale Umgebungseinflisse wie
freie RNA, negativ geladene Oberflachen, Inhibitoren und hohe Konzentrationen an
prokoagulatorischen Enzymen in der Schwangerschaft eine hauptsachlich
profibrinolytische  Funktion. Die Unterstitzung der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft, ohne blutungsbedingte AbstoBung und Auflésung von
Gewebsverbanden, durch FSAP scheint vor dem Hintergrund der gesteigerten
Enzymaktivitat plausibel. Die hohen Enzymkonzentrationen in der Plazenta sichern
per Aktivierung der uPA-Kaskade die durch Zellinvasion und GefalRentwicklung
gekennzeichnete Entwicklung der utero-plazentaren Einheit. Nach Entbindung fallen
sowohl Antigen- , als auch Aktivitatslevel von FSAP wieder auf das Niveau der
nichtschwangeren Frauen ab, die zusatzliche Synthese der Plazenta fallt nun weg.
Mdglicherweise entfaltet das Enzym in der Schwangerschaft auf Grund veranderter
Konzentration, Aktivitat und Umgebungsbedingungen zudem eine anders gewichtete
Funktion, als im Plasma nichtschwangerer Frauen und Manner. Die Fahigkeit von
FSAP FVII unabhangig von Tissue factor zu aktivieren, wird evtl. nur bei niedrigen
TF-Konzentrationen getriggert, um die =zellulare Gerinnung zu unterstutzen.
Madglicherweise zirkuliert auch ein spezifischer FSAP-Inhibitor, zum Beispiel C1-
Inhibitor der die Funktionen des Enzyms je nach lokalem Bedarf steuert. Ob die zur
beeintrachtigten Fibrinolyse fuhrende Marburg | Mutation dieses Gleichgewicht
nachhaltig stort, bleibt zu untersuchen. Mdglicherweise treten erst bei homozygoter
Auspragung der Marburg | Mutation ernsthafte klinische Probleme bei den Tragern
auf. Auf Grund der relativ niedrigen Pravalenz ist eine groRRangelegte Studie
notwendig. Die Mutation konnte sich durch negative Auswirkungen auf die

Plazentaentwicklung als ein Risikofaktor fur rezidivierende Aborte herausstellen und
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eine Therapie mit antikoagulativen Medikamenten oder rekombinatem FSAP
wahrend der Schwangerschaft notwendig machen.

Das pranatale Screening zur Erfassung des mutterlichen Risikos eine
schwangerschaftsassoziierte Thrombose zu erleiden sollte in Zukunft klarer
strukturiert und standardisiert werden, um alle relevanten prothrombotischen Marker
zu erfassen und so die Mortaliat effektiv senken zu kdnnen. Alle Schwangeren
sollten daher idealerweise zu Beginn der Schwangerschaft einer thrombophilen
Risikoeinschatzung  unterzogen  werden. Der Versuch die mdutterliche
schwangerschaftsassoziierte Mortalitat zu senken, beinhaltete bereits die
Formulierung von Richtlinien zur Risikostratifizierung und Therapiempfehlung durch
die RCOG (Royal College of Obstetricians and Gynaecologists) 2003. Danach sollen
Frauen mit 3 oder mehr Risikofaktoren antenatal prophylaktisch LMWH bis zum 3.
postpartalen Tag bekommen (22). Ebenso sollten Frauen mit rezidivierenden SS-
Verlusten, Fehlgeburten und intrauterinem Fruchttod , rezidivierender Praeklampsie
und IUGR gescreent werden (31). Fur hereditare Thrombophilien, wie Protein C oder
S Defizit, Faktor V Leiden, Prothrombinmutation und Antiphospholipid-
Antikdrpersysndrom exisitieren genaue Zahlen des Thromboembolierisikos in
Schwangerschaft und Wochenbett. Diese missen fir die Marburg | Mutation in
weiteren klinischen Studien definiert werden, um sie in die Vorsorge integrieren zu

konnen.

4.5, Summary

Normal pregnancy is associated with profound physiological changes in the
hemostatic system. Recently, a novel plasmatic serine protease, named factor seven
activating protease (FSAP), has been recognized as a novel potent activator of pro-
urokinase-dependent fibrinolysis. The primary purpose of the present study was to
determine the changes In FSAP in each of the trimesters of normal pregnancy and to
estabilsh normal “reference values” in healthy pregnant women by comparison with a
nonpregnant population. The secondary objective was to evaluate the prevalence of
the Marburg | polymorphism in healthy pregnant women, a polymorphism in the
FSAP gene known to exhibit reduced activity in pro-urokinase activation. Finally we
performed immunostaining of FSAP to elucidate whether FSAP occurs in normal

placenta.
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We found that both FSAP antigen and FSAP activity plasma levels markedly
increase during pregnancy, attaining peak plasma levels in the 3™ trimester. After
delivery, FSAP levels decline but remain above the level of non-pregnant women for
several weeks in the puerperium. In the study cohort of 101 pregnants we found 5
women heterozygous for the FSAP Marbug | polymorphism. Therewith, the FSAP
polymorphism carriage rate observed in pregnant women is in the range of the
recently assumed frequency of 5-10% in caucasians. Pregnant Marburg | carriers
were shown to exhibit a substantially diminished pro-urokinase activating potency in
vitro. None of the pregnant Marburg | carriers suffered from thrombotic or other
complications during pregnancy or puerperium. Nevertheless, as the small number of
subjects with FSAP polymorphism remains a limitation of the present study, further
epidemiological studies are required to elucidate whether female carriers of the
polymorphism face a higher risk of thrombotic or other pathological events during
pregnancy. As reported by other investigators, the co-segregation of the Marburg Il
polymorphism (found in 2 of the 101 pregnant women) had no in vitro effects on
fibrinolytic activity. The physiological role of FSAP in normal pregnancy is still
speculative. As an activator of plasma factor VIl on the one hand, and of pro-
urokinase on the other hand, FSAP might contribute to the control of the systemic
hemostatic balance during pregnancy. Which of both hemostatic pathways is
promoted is proposed to be regulated locally. In the present study we found FSAP
present on trophoblast cells. In these cells also the urokinase type plasminogen
activators are abundantly expressed. Urokinase, however, is the only protease, out of
all proteases studied so far, identified to be a potential physiological acitvator of
FSAP. Thus, the co-localization of FSAP and uPA in human trophoblasts provides
might provide the equivalent of an “autocrine” loop that enhances fibrinolysis in the
placenta. The high expression of FSAP observed on trophoblast cells further
supports new concepts of how cogulation/fibrinolysis at the feto-maternal interface is
essential for the maintenance of pregnancy. Further studies have to clarify whether
the rise in FSAP is essential for the maintenance of the systemic hemostatic
equilibrium in pregnant women and whether the marburg | mutation could be a

riskfactor for recurrent abortion.
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6. Anhang

6.1. Abschlussbrief an die Gynakologischen Praxen (Muster)

Zentrum fur Innere Medizin

Kardiologisches Labor

Med. Klinik | der JLU
Klinikstrasse 36
35392 Giessen

Sehr geehrte Frau Dr. Esch, Giessen, 20.4.02

Sie haben sich freundlicherweise die Zeit genommen an unserer Studie ,,Thrombosegefahr in
der Schwangerschaft” teilzunehmen, die nun beendet ist. Von lhren Patientinnen haben
insgesamt 76 teilgenommen, derer Blutproben uns zur Verfligung standen.

Die genaue Auswertung und Interpretation der gewonnen Ergebnisse wird noch einige Zeit in
Anspruch nehmen. Sobald dieser Prozess abgeschlossen ist, erhalten Sie natirlich eine
kurzgefasste Zusammenstellung der Ergebnisse, soweit das in Ihrem Interesse liegt.

Bis dahin mochten wir uns nochmals herzlich fir Ihre Mitarbeit bedanken, fiir die Sie trotz
Ihrer beruflichen Auslastung Zeit gefunden haben. Auch lhre Kollegen und Ihr Team war uns
eine grofRe Hilfe!

Frau Isabella Prickartz wird vielleicht nochmals auf lhre Patientenkartei zurlickgreifen
mussen, um unsere Daten zu vervollstandigen, wir bitten daftr um Ihr Verstandnis.

Wenn Sie noch Fragen haben sollten, ist Frau Prickartz unter 0177 / 3183782 zu erreichen.

Mit freundlichen GriiRRen,

PD Dr. H. Holschermann Frau I. Prickartz
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6.2. Aufklarungsbrief an die Probandinnen

JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN

Sehr geehirie, liche Schwanpere,

dler wrofite Teal Merer Schwangerschatl licgl rin bereats binber lisen umd Sie boreiten sich vermudich
guedanklich schion aut’ dic amstchends Forbudung vor. Diafur wivschen wr Thnen und threm Bab allo
alkes Coiidy

Sie hattcn sich lomdhcheracise 2o Begins leer Schwammerschaft bereit erklany, an cases Lintersughung
der Uik ik zur Theombescgefale i der Schwangersch i eilaonchamen Allcin o Giicssen haben
Etwewsihun uber Bundert Schwangers an degser Unrersuchung walgenomimen. swoniber wis uns schr
efrout halen und wodior wir uiss e herzhch hedanken mockion

PMum wurdin wir geeme orfassen, ol bl Tinee withrend Sehvangerschali. Geburt, ader Wockenben
Rugomlerhoiten vdor gar Komplikationc aufodicien sl Wir mochien Sic daher hoflich frapen, obowir
die erforderhehon Belisele Threm Mistterpal vainchimen dirlen Selbsivensciodineh werdon war ek
setherlam lle Dater sireng vertroalbich und ausschhelilich i arsnvinsseiter Form s erien. Aulerdem
sl car Betzte Rlutpiobe (v icderum im Rahmen ciner Rowtine-Blutengnabime nach der Enthindun)

crinormen wenkon. Daderch worden S pang weseotlich zum Gebnen dieser $taidic boitraeen

Dl i albes v Toubrcl fand Jube1) der bt michn unterseha, wiran wir lhnes sela daskbar woenn
i v lbr Muonnj u ;

wirden Fron Prockarte seb e Sierfur 20 jeder Tages- snd oeliasic onter 177-11 53782 cader D) -
THA0 zur Verfigung Voermutlich werdon Sie zaar nachoder Lntbindung Jhres Babys an illes anden
Rl wicht am dve Wissenschiafl denken, aber jede Werhesscrung der medizinischyn Wersangung fach
winer Schwangersahafty beniht ket mumer darn®, dali Arzie und Pulsntmnen sich PRI uEit

e Erkenntuizss bomilhen. Dicse Studi kann also aur zusamewn mo Toen gelimgn!

Mt alen bostem Woiinschen far S ond Thee Familic - Dhie

D HE Holschermann Frau | Prchorts Prof I H Tillnkins

—* bitte dran denken! bitte anrufen!
innerhalb 24 Stunden nach der Geburl: 04 77-1183782 odar 0641-TEE0
“Thrombose und Schwangerschaft”
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7. Eidesstattliche Erklarung

, lch erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemal® aus verodffentlichten oder
nichtverdffentlichten Schriften entommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen
Auskunften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefuhrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitat GieRen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis®

niedergelegt sind, eingehalten®.

Bonn, Datum Unterschrift
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