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Vor dem Meer, dem Land und dem alles deckenden
Himmel zeigte Natur in der ganzen Welt nur ein einziges
Antlitz. Chaos ward es genannt: eine rohe, gestaltlose
Masse, nichts als trages Gewicht und, uneins
untereinander, Keime der Dinge, zusammengehauft in
wirrem Gemenge.

Publius Ovidius Naso (Ovid, 43 v. Chr. - 17 n. Chr.): Metamorphosen 1, 5 - 20)

Meinen Eltern.
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Einleitung

Das erste Kapitel seiner wissenschaftlichen Abhandlung ,,Thrombose und Embolie” hat
der Pathologie-Professor Rudolf Ludwig Karl Virchow der Lungenarterienembolie
gewidmet. So beginnt er mit dem Satz: ,Erst in der neuesten Zeit ist man mehrfach auf
das ebenso merkwurdige, als wichtige Phanomen der Verstopfung der Lungenarterie
durch Blutgerinnsel aufmerksam geworden® (Virchow 1846). Um dann aufgrund seiner
Erfahrungen bei den Sektionen in der Berliner Charité zu der Schlussfolgerung zu
kommen, dass die Verstopfung der Lungenarterie zu den haufigeren
Krankheitszustdnden zu rechnen und die geringe Anzahl der beobachteten
Lungenarterienembolien eher der Mangelhaftigkeit der Untersuchungen geschuldet
sei (Virchow 1856).

Das Ereignis einer Thromboembolie bedeutet, dass es zu einer Ubermafligen
(krankhaften) Entwicklung eines Blutgerinnsels kommt. Dieses Blutgerinnsel
verschliel3t ein Gefal3 — sei es Vene oder Arterie — in Form einer Thrombose am
Entstehungsort oder im Sinne eines Embolus, der auf Wanderschaft geht und zu
einem Gefalverschluss andernorts fuhrt. Wiederholt sich das Thromboembolie-
Ereignis, spricht man von einem Rezidiv. Beispiele fir Thromboembolien sind die
oberflachliche und tiefe Beinvenenthrombose, die Lungenarterienembolie (LAE), die

zerebrale Sinusthrombose und der Schlaganfall oder aber auch der Herzinfarkt.

Lungenembolie

Die neueste Leitlinie der Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie (ESC, European
Society of Cardiology) beschreibt die vendse Thromboembolie (VTE), zu der die tiefe
Venenthrombose (TVT) und die Lungenarterienembolie (LAE) zahlen, als die
dritthaufigste kardiovaskulare Erkrankung mit einer Inzidenz von 100 — 200 Fallen pro
100.000 Einwohner (vgl. Konstatinides et al. ESC 2019: 8). Umgerechnet fur das
Bundesland Schleswig-Holstein mit seinen fast 2,9 Millionen (Stand 2018) waren das
2900 — 5800 Neuerkrankungen pro Jahr. Bereits in der Leitlinien-Version von 2014 der
deutschen Gesellschaft flir Kardiologie (DGK) wird darauf hingewiesen, dass die akute

LAE das schwerwiegendste Krankheitsbild einer VTE darstelle und eine der



Hauptursachen fur Mortalitat, Morbiditat und Hospitalisierung sei. Sie fuhrt weiter aus,
dass im Jahre 2004 in der der Europaischen Union (mit sechs Landern und einer
Gesamtpopulation von 454,4 Millionen) tber 370.000 Todesfélle in Zusammenhang
mit einer VTE gestanden hatten. 34 % davon seien durch eine LAE bedingt gewesen
und — so schlief3t sich der Kreis zu Virchows Ausflihrungen vor tber 150 Jahren —
nahezu 60 % der Todesfalle hatten sich aufgrund einer nicht erkannten LAE ereignet
(DGK  2014). Allerdings weisen die neuesten ESC-Leitlinien  zur
Lungenarterienembolie auch darauf hin, dass sich in aktuellen Studien ein Gegentrend
herauskristallisiere, der vermutlich u. a. auch der verbesserten Diagnostik- und
Therapiemoglichkeiten sowie einer geschéarften Aufmerksamkeit, nicht zuletzt durch
die Erstellung von Leitlinien geschuldet sei (Konstatinides et al., ESC 2019). Das
Thromboembolie-Risiko scheint mit steigendem Alter anzusteigen, so dass die
Inzidenz bei den Uber 70-Jahrigen bei Gber 500 pro 100000 Einwohner*innen liegen
soll. Gleichzeitig schatzt man, dass allein in Deutschland jahrlich circa 5000 Menschen
an einer LAE versterben (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2017). Hinzu
kommen die Langzeitfolgen bei  Uberlebter LAE, wie anhaltende
Belastungseinschrankungen, erhdhtes Rezidivrisiko fir  Thromboembolien,
psychische Belastungserscheinungen und die Entwicklung einer chronisch
thromboembolischen pulmonalen Hypertonie (CTPH) (Wilkens & Held 2018). Umso
wichtiger erscheint es, sich im Bereich der Thrombose-Entstehung und ihrer
Behandlung zu engagieren. Bis heute sind immer noch viele Ursachen bzw.
Risikofaktoren unklar. Diese Dissertation mochte einen kleinen Beitrag zur
Beantwortung der noch offenen Fragen leisten. Ihr Thema kommt somit aus dem

komplexen Bereich der Hamostaseologie.



Hamostaseologie

Die Hamostaseologie befasst sich mit den normalen physiologischen Vorgangen der
Blutstillung, ebenso aber auch mit krankheitsbedingten Ursachen der Blutungs- und
Thromboseneigung. Ein wichtiger Bereich sind die Funktionen der Thrombozyten
(Blutplattchen) und der plasmatischen Gerinnungsfaktoren bzw. -inhibitoren und ihre
Bedeutung fir die primare und sekundare Wundheilung. Ebenso umfasst die
Hamostaseologie den Themenbereich der Fibrinolyse und die Blutzirkulation bzw. das
Gefal3system (Mdiller-Berghaus 2010). Das Wort ,Hamostase® selbst hat seinen
Ursprung im Griechischen und setzt sich aus den beiden Anteilen ,haima“ (zu
Deutsch ,Blut®) und ,stasis” (“Stauung® oder ,Stillstand®) zusammen. Sinngemaf Iasst
sich somit fur den physiologischen Bereich der Begriff der Blutstillung ableiten.
Gleichzeitig betont ,Hamostase® aber auch - im Sinne einer Homoostase - das fein
austarierte System zwischen Blutfluss und Blutstillung bzw. Wundheilung, die jeweils
fur sich essentiell fur die Integritat des Korpers sind. Im pathologischen Sinne fuhrt der
der Begriff der Hamostase zum nicht erwinschten Blutstillstand durch eine
tubermafige Gerinnselbildung und damit zum Thema der Thromboembolie und ihren

Ursachen.

Thromboembolie - Risikofaktoren

Ein Thrombus (altgriech. thrémbos, dt. ,Pfropf; Blutgerinnsel) befindet sich im
Gegensatz zu einem Koagel (lat. Coagulum) im GefaRsystem und verstopft durch
appositionelles Wachstum das Lumen der Ader. Es entsteht eine Thrombose. Geht
der Thrombus auf Wanderschaft und verschliel3t ein Blutgefal3 in einem anderen Teil
des Kdrpers, spricht man von Embolie. Fir thromboembolische Ereignisse gibt es, wie
bereits Virchow in seinen Ausfiihrungen beschrieb, vielfaltige Ursachen. Unter der
nach dem Pathologen benannten Virchow-Trias subsummieren sich die drei
wesentlichen Ursachen GefalBwandschaden, Stérungen des Blutflusses und
fehlregulierte Hamostase. In unserer heutigen Zeit, mit den Maoglichkeiten der
Molekulargenetik und DNA-Sequenzierung, geht der Blick aber auch zu den
genetischen Veranlagungen und Mutationen. In der aktuellen Version der ESC-
Guidelines zur Diagnose und zum Management der akuten Lungenarterienembolie
findet sich eine Tabelle (ESC 2019, Table 3) mit pradisponierenden Faktoren fir eine

VTE, die schon 2014 in die deutsche Pocket-Leitlinie der DGK aufgenommen worden



war. Die VTE-Risikofaktoren werden in dieser Tabelle in die Kategorien stark, mittel
und schwach eingeteilt. So wird der Zustand nach stattgehabter VTE oder innerhalb
von drei Monaten nach einem Myokardinfarkt als starker pradisponierender
Risikofaktor fur ein VTE-Rezidiv eingestuft. Gleichzeitig gelten nach der Tabelle z. B.
Thrombophilien, Wochenbett, die Einnahme oraler Kontrazeptiva,
Tumorerkrankungen oder die oberflachliche Venenthrombose (OVT) als eher mittlere
Risikofaktoren, wohingegen eine Bettlagerigkeit Uber mindestens drei Tage,
Immobilitdt durch langes Sitzen, Schwangerschaft, hoheres Alter, Krampfadern,

Adipositas u.v.m. als schwache Risikofaktoren eingestuft werden.

Thrombophilien

Eine Thrombophilie ist eine angeborene (hereditare) Neigung zur Thromboembolie
(TE). Zu den in der Bevolkerung haufiger vorkommenden, daflr aber mit einem eher
geringerem Risiko behafteten Thrombophilien z&hlen z. B. die Anlagevarianten im
Faktor V Leiden- und im Prothrombin-Gen. Thrombophilien, die mit einem héheren
Risiko einhergehen, sind u. a. der Antithrombin- und Protein S-Mangel (Rosendaal
1999, Dahlback 2000, Martinelli 2001, Bertina et al. 1994, Poort et al. 1996). Im
Folgenden (Tabelle 1) sind einige der thrombogenen Risikofaktoren (ohne Anspruch
auf Vollstandigkeit) noch einmal aufgefiihrt. Eine aktuelle Meta-Analyse zur Bedeutung

der einzelnen thrombophilen Hamostasedefekte findet sich bei Wu et al. (2006).

Tabelle 1: Thrombophilien (modifiziert nach Kyrle & Eichinger 2010)
o Faktor V Leiden-Mutation, Prothrombin G20210A-Variante

o Antithrombin-, Protein C-, Protein S-Mangel

o Dysfibrinogenamie

o Plasminogen-Mangel

o Anhaltend erhdhte Faktor FVIII-, FIX- oder XI-Plasmaspiegel
o Hyperhomozysteinamie (nicht erworben)

o Antiphospholipid-Syndrom (Autoimmunerkrankung)

o Lipoprotein(a)-Erhéhung



Endogene und exogene Risikofaktoren

Von den hereditdren Thrombophilien missen die erworbenen Risikofaktoren und
Situationen abgegrenzt werden, die zu einer erhdhten Thromboembolie-Neigung
fuhren. Nikotinkonsum oder Adipositas (aufgrund einer Fehlernahrung) zéhlen zu den
exogene Risikofaktoren, die sich durch Modifikation des Lebensstils mindern lassen.
Auch Schwangerschaft und Wochenbett oder eine Bettlagerigkeit aufgrund einer
schweren Grippe sind voribergehende Zustande. Hinzu kommen Faktoren, wie
mannliches Geschlecht — Manner haben z. B. ein hoheres TE-Rezidivrisiko als Frauen
(Kyrle et al. 2004) - ein zunehmendes Alter oder die Blutgruppen A, B und AB
(Baudouy et al. 2015). Es handelt sich hierbei zwar nicht um hereditare
Thrombophilien, gleichwohl aber um nicht verdnderbare endogene Situationen. Sie
alle nehmen Einfluss auf das Thromboembolie-Risiko (Rosendaal 1999, Dahlback
2000, Martinelli 2001).

Die aktuelle S3-Leitlinie der AWMF (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaflichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V.) zur Prophylaxe der vendésen Thromboembolie
und die ESC-Leitlinie zur Lungenarterienembolie differenzieren zwischen
expositionellen und dispositionellen Faktoren, aus denen sich das Gesamtrisiko fur
eine Thromboembolie ergebe. Dabei setze sich das dispositionelle Risiko aus
angeborenen und erworbenen personenbezogenen Einflussvariablen zusammen,
wahrend das expositionelle Risiko durch krankheitsbedingte bzw. situationsbedingte
Ursachen mit entsprechender Immobilisation zustande kame (AWMF 2015, ESC
2019). Einige Beispiele fur Risikofaktoren finden sich in der folgenden Tabelle, auch

diese ohne Anspruch auf Vollstandigkeit.

Tabelle 2: Beispiele fiir exo- und endogene Risikofaktoren (mod. nach Kyrle, Eichinger 2010:)

o Alter e Operation, Trauma
e Adipositas e Schwangerschaft und Wochenbett
e Blutgruppe Non-0 e Stattgehabte Thromboembolie

e Chron. entziindliche Darmerkrankungen e Tumorerkrankung

¢ Immobilisation e Zentraler Venenkatheter

e Mannliches Geschlecht e Hormoneinnahme



(Anlage-) Variante - Mutation — Polymorphismus

Zu den haufigsten und bekanntesten Anlagevarianten, die das Thromboembolie-
Risiko leicht (milde) erhdhen, zéhlen die Faktor V Leiden-Mutation und die Variante
20210G>A (rs1799963) im Prothrombin (Faktor Fll) -Gen. Es sei bemerkt, dass der
Begriff Mutation haufig in einem unterschiedlichen Kontext verwendet wird, was z. T.
fir Verwirrung sorgt. Mutation kann sich einerseits auf das akute Ereignis einer
genetischen Veranderung beziehen, z. B. durch den Einfluss radioaktiver Strahlung.
Andererseits bedeutet Mutation auch eine Uber viele Generationen weitergegebene
Veranderung im Erbgut, die vor langer Zeit zuféllig entstanden ist. Hinzu kommt die
Bedeutung in der Medizin als seltene, haufig schwere Erkrankung aufgrund eines
Defekts im Erbgut. Besser verwendet man die Bezeichnung ,Variante® oder
»<Anlagevariante®, wenn es um Abweichungen vom Wildtyp geht. Der Wildtyp gilt als
Normalsequenz in der Basenabfolge, kann aber durchaus willkirlich festgelegt worden
sein. Geht es um Haufigkeitsverteilungen bei genetischen Varianten, spricht man von
einem Polymorphismus, wenn das seltenere Allel der Variante mit einer Haufigkeit von
=1 % in der betreffenden Population auftritt. Ein Allel ist eine Merkmalsauspragung an
einem bestimmten Genort oder Chromosomenabschnitt. Ist die Zustandsform auf
beiden homologen Chromosomen gleich, handelt es sich um ein homozygotes
Merkmal (Schaaf & Zschocke, 2018). Die Pravalenz der Prothrombin G20210A-
Variante wird in der kaukasischen Bevdlkerung mit 2 % beziffert, es handelt sich

ebenso wie die Faktor V Leiden-Variante um einen Polymorphismus.

Faktor V Leiden-Mutation/ APC-Resistenz

Der Begriff APC-Resistenz geht auf eine Beobachtung des schwedischen Mediziners
Bjorn Dahlbéack (*1949) zurlck. Aktiviertes Protein C (APC) ist eine Serinprotease, die
wéahrend der physiologisch ablaufenden Hamostase durch proteolytische Inaktivierung
von Faktor FVa und FVllla die Gerinnselbildung begrenzt. Daflr bedarf das aktivierte
Protein C der Hilfe von Protein S, einem nichtenzymatischen Kofaktor. 1994 konnte an
der Universitat Leiden eine Punktmutation an Position 1691 im Faktor V-Gen
(Chromosom 1, Genlocus 1g24.2) nachgewiesen werden. Hierdurch kommt es zu
einem Aminosauretausch von Glutamin zu Arginin an der Position 506 (Bertina et al.
1994: 64-7). Folge ist eine deutlich (etwa zehnfach) langsamere Spaltung des Faktor

FV, so als ware dieser resistent gegen APC. Da der inaktive Faktor FV auch als



Kofaktor fir APC bei der Inaktivierung der Faktoren FVllla und FVa dient, resultiert
eine verminderte antikoagulatorische Eigenschatft des aktivierten Protein C respektive
eine erhohte Gerinnungsneigung (Nicolaes & Dahlback 2002). Hinzu kommt, dass der
Gerinnungsfaktor FV auch an der Thrombinaktivierung beteiligt ist. Das Vorkommen
einer heterozygoten Faktor V Leiden-Mutation in der kaukasischen Bevdlkerung wird
mit einer Haufigkeit von 5-8 % angegeben. Damit handelt es sich also um eine
Anlagevariante (s. 0.) Die homozygote Form ist sehr selten. Die Faktor V Leiden-
Variante kann bei 24 — 37 % der von einer Thromboembolie betroffenen Patient*innen
nachgewiesen werden. Das Risiko, unter einer heterozygoten Faktor V Leiden-
Variante eine erste Thrombose zu erleiden, ist gegenuber einem Nicht-Merkmaltrager
etwa 3,7- bis 8-fach erhdéht (Cushman et al. 2004, Koster et al. 1993).

Prothrombin-Gen

Das Prothrombin-Gen liegt auf Chromosom 11 und zahlt damit zu den tber 1300
Genen, die bisher auf Chromosom 11 entschlisselt wurden. Chromosom 11 hat unter
den 46 Chromosomen die grol3te Gen-Dichte und codiert die héchste Anzahl an
Erkrankungen. Das Prothrombin-Gen selbst besteht aus 20.300 Basenpaaren (und 14
Exons). Nach der Transkription wird die messenger-RNA translatiert und zum
Prothrombin-Molekil mit seinen 579 Aminosauren modifiziert. Zur Erinnerung sei hier
erwahnt, dass die Desoxyribonukleinsdure (DNS, engl. DNA) in Form eines
Doppelstranges aufgebaut ist und die Erbinformation des Menschen, aber auch
anderer Lebewesen verschlisselt. Die messenger-RNA enthélt Ribonukleinsdure und
ist der zentrale Botenstoff in der Proteinbiosynthese. Die Bausteine der Nukleinsauren
sind vier verschiedene Nukleotide, die ihrerseits jeweils aus einem Phosphatrest,
einem Zucker (Desoxyribose oder Ribose) und einer der vier Basen Adenin, Thymin,

Guanin oder Cytosin zusammensetzt sind.

Prothrombin G20210A -Anlagevariante

Die Prothrombin G20210A-Variante findet sich bei 20 % der Patient*innen mit einer

VTE. Sie beruht auf einer Veranderung im Promotor-Gen?, welches die Bildung von

1
Ein Promoter ist eine Nukleotid-Sequenz auf der Desoxyribonukleinsdure (DNS, DNA) und reguliert die Expression eines Gens durch seine
Interaktion mit bestimmten Transkriptionsfaktoren (DNA-bindenden Proteinen) welche den Start der Transkription des Gens durch die RNA-

Polymerase vermitteln


https://de.wikipedia.org/wiki/Chromosom_11_(Mensch)
https://de.wikipedia.org/wiki/Transkription_(Biologie)
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https://de.wikipedia.org/wiki/DNA-bindendes_Protein
https://de.wikipedia.org/wiki/Transkription_(Biologie)
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https://de.wikipedia.org/wiki/RNA-Polymerase

Prothrombin reguliert. Die Punktmutation mit resultierender Substitution von Guanin
durch Adenin an der Position 20210 des Faktor FII-Gens bewirkt einen um bis zu 25
% hoheren Prothrombinspiegel im Blutplasma im Vergleich zu Individuen ohne dieses
Merkmal. Die Pravalenz in der kaukasischen Bevolkerung liegt bei 1,7—-3,0 % mit einer

tendenziell zunehmenden Haufigkeit im Stiden Europas (Poort et al. 1996).

Single Nucleotid Polymorphism (SNP)

In dieser Arbeit geht es um die Bedeutung einer weiteren Prothrombin-Genvariante:
den Single Nucleotid Polymorphism A19911G. Single Nucleotid Polymorphism (SNP,
ausgesprochen ,Snip“) heildt zu Deutsch Einzel-Nukleotid-Polymorphismus. Wie
bereits oben ausgefuhrt, handelt es sich bei einem Polymorphismus um eine Region
im Genom, die bekannt ist fir unterschiedliche Auspragungen bei den einzelnen
Individuen. Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus ist eine Position im Genom, an der
alternativ eine unterschiedliche Base sitzen kann, also ein einzelner Basentausch. Die
Haufigkeit von mehr als einem Prozent in der Population unterscheidet die SNPs von
Punktmutationen. SNPs sind sehr stabil und verandern sich Uber mehrere
Generationen kaum. Aufgrund statistischer Uberlegungen wird angenommen, dass im
humanen Genom mit seinen drei Milliarden Basenpaaren drei Millionen SNPs
anzutreffen sind (Schaaf & Zschocke 2018).



Prothrombin (FII)-Gen A19911G-Polymorphismus

Bei dem Prothrombin-Gen A19911G-Polymorphismus mit der rs3136516 handelt sich,
wie bereits oben erwahnt, um einen Einzel-Nukleotid-Polymorphismus. Der rs-Code
ist eine Zugangsnummer (Reference SNP Cluster ID) der NCBI (National Center for
Biotechnology Information) -Datenbank, die von Forschern respektive anderen
Datenbanken genutzt wird, um Bezug auf einen spezifischen SNP nehmen zu kénnen.
Es konnte gezeigt werden, dass eine starke - wenn auch nicht vollstandige Assoziation
zwischen den beiden Polymorphismen 19911 und 20210 besteht und diese den Faktor
FllI-Spiegel im Plasma beeinflusst (Ceelie et al. 2001, Martinelli et al 2006). Dartber
hinaus wird angenommen, dass ein komplettes Assoziationsungleichgewicht (Linkage
Disequilibrium, LD) zwischen diesen beiden Markern in der kaukasischen Bevoélkerung
besteht und es somit drei mdgliche Haplotypen (Varianten in der Nukleotidsequenz)
gibt, die mit dem Plasmaspiegel von Prothrombin korrelieren: 19911A-20210G,
19911G-20210G und 19911A-20210A. Insgesamt ist die Rolle des Prothrombin
A19911G-Polymorphismus im Hinblick auf das Thromboembolierisiko aber weiterhin
unklar. In allen Studien entsprach die Pravalenz des 19911A-Allels ann&hernd
derjenigen der niederlandischen Population, wie bereits 2001 von Ceelie et al.
berichtet. Die homozygote A19911G-Variante kommt bei 16% bis 24% in der
gesunden weil3en Bevolkerung vor. Sie ist mit einem ca. 1,5-2-fach erhdéhten Risiko
assoziiert an einer ventsen Thromboembolie zu erkranken (Chinthammitr et al. 2006,
Martinelli et al. 2006, Djordjevic et al. 2014). Die heterozygote A19911G Variante ist
der homozygoten Variante aquivalent. Die Kombination mit weiteren Thrombophilien

erh6ht das Thromboembolierisiko zusatzlich.

Prothrombin

Tom DeLoughery, Professor fur Pathologie und Padiatrie vom Institut fiir Hamatologie,
Onkologie und Labormedizin an der Universitatsklinik Portland in Oregon und
Herausgeber und Mitautor des Hamostaseologie-Buches ,Hemostasis and
Thrombosis“, bezeichnet den aktivierten Gerinnungsfaktor Flla, auch Thrombin
genannt, in seinem Vortrag ,TTP and DIC" als das ,master molecule” der
Gerinnungskaskade (DelLoughery 2018, EMCritPodcast-Video). Schon das Thema
thrombotisch-thrombogene Purpura (TTP) und disseminierte intravasale Koagulation

(DIC) verdeutlicht die immense Bedeutung des Faktor FllI-Molekdls fir die Entstehung



schwerer Erkrankungen mit hoher Mortalitit aus dem hamostaseologischen
Formenkreis. Auch Preisner erkennt in seiner Ubersicht tber die biochemische
Struktur und Interaktionen des Molekils Thrombin als das Schlisselenzym der
Gerinnung an (Preisner 2010). Zu den wichtigen Funktionen des Gerinnungsfaktor FlI
zahlen die Aktivierung von Gerinnungsfaktoren und der Thrombozyten sowie die
Stimulation der Fibrinolyse. Eine der Hauptfunktionen ist aber die Spaltung von
Fibrinogen (FI) zum wundverschliel3enden Fasernetz Fibrin. Gleichzeitig aktiviert Flla
auch den Faktor FXIll, der das Fibringerinnsel stabilisiert. Hieraus wird ersichtlich,
dass es bei einem erhdohten Prothrombin- bzw. Thrombin-Plasmaspiegel zu einer
gesteigerten Gerinnungsaktivierung kommt und das Risiko einer
Thromboseentstehung steigt. Ein extremes Beispiel aus der Klinik ware der Thrombin-
Burst bei der DIC, bei dem es durch eine massive Gerinnungsaktivierung u. a. zu einer

Thrombosierung der Mikrozirkulation kommen kann.

Tabelle 3: Funktionen des Thrombins (mod. nach Barthels 2013)

e Faktor FXIII-Aktivierung e Stimulation Fibroblastenwachstums
e Abspaltung des Faktor VIII vom e Protein C-Aktivierung (via
von Willebrand-Faktor vWF Thrombomodulin)
e Aktivierung der Faktoren FV, FVIII, | e TAFI (Thrombin-aktivierbarer
FXI, FXII und FIX Fibrinolyse-Inhibitor) -Aktivierung
e Thrombozytenaktivierung (via e Prothrombin-Spaltung
Protease-aktivierter Faktor PAR) e Fibrinbildung

Prothrombin ist die Vorstufe (Proenzym) von Thrombin und wird synonym als (nicht
aktivierter) Faktor Fll bezeichnet. Es ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 72000 Dalton (D) und besteht aus 579 Aminoséauren. Syntheseort sind die
Leberzellen. Seine Halbwertszeit (HWZ) betragt in etwa 57 (48 — 123) Stunden. Die
Plasmakonzentration liegt bei 1 — 2 umol /I, die normale Faktoraktivitat bei 105 Prozent
(%). Prothromin gehoért zum Vitamin K-abhéngigen Prothrombinkomplex (PPSB), zu
dem neben dem Faktor FIl das Prokonvertin (Faktor FVII), der Stuart-Prower-Faktor
(FX) und der antihamophile Faktor B (FIX) z&hlen. Die Serinprotease Thrombin wird
unter Freisetzung von Prothrombin-Fragment F 1 + 2 durch den aktivierten Faktor Xa

abgespalten. Flla spaltet wiederum Fibrinogen zu Fibrin. Serinproteasen bilden eine
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Enzym-Unterfamilie der Peptidasen und sind somit in der Lage Eiweil3e (Peptide) zu
spalten (Barthels et al. 2012).

Der Einzelnukleotid-Polymorphismus A19911G im Prothrombin (Faktor FIl) -Gen mit
der Referenznummer rs3136516 ist, wie oben angefiihrt, mit erhéhten Prothrombin-
Plasmaspiegeln assoziiert, seine Rolle als Risikofaktor hinsichtlich der Entstehung von
Thromboembolien respektive Rezidiven ist aber weiterhin unklar (Ceelie et al. 2001,
Pérez-Caballos et al. 2002, Martinelli et al. 2006, Chinthammitr et al. 2006, Aradjanski
et al. 2014, Soria et al. 2000). Von der geringen Anzahl bisheriger Fall-Kontroll-
Studien, die sich mit diesem Polymorphismus und seiner Assoziation zu
Thromboembolien beschéaftigen, konnten zwei der Untersuchungen ein moderat
erhohtes Risiko fur eine TE nachweisen (Martinelli et al. 2006, Chinthammitr et al
2006), wahrend eine weitere Studie keine statistische Signifikanz zeigen konnte
(Aradjanski et al. 2014).

Diese Dissertation sollte die Relevanz des Einzelnukleotid-Polymorphismus A19911G
im Prothrombin-Gen (SNP mit der Referenznummer rs3136516) naher eingrenzen.
Auf der Basis einer Fall-Kontroll-Studie wurde seine Bedeutung flr i) ein

Thromboembolie-Risiko respektive ii) die Rezidiv-Gefahr untersucht.

Im Weiteren wurde im Rahmen der Nachbeobachtungsstudie anhand bekannter
thromboembolischen Risikofaktoren ein einfacher Score entwickelt, der im klinischen
Alltag eine Kategorisierung in Hochrisiko- versus Niedrigrisiko-Patienten erleichtern
konnte. Hierdurch wére der Score als Entscheidungshilfe fur oder gegen die

Fortsetzung einer Antikoagulanzien-Therapie einsetzbar.

Die Patient*innen und ihre Kontrollen sind eingebunden in die international angelegten
GWAS- und TWAS-Studien (Genomic and transcriptomic association studies), die sich
mit dem Zusammenhang zwischen Erbgutanlagen und der Neigung zu vendsen
Thromboembolien (VTE) beschaftigen. Zuletzt konnten 16 neue genetische
Suszeptibilitats-Loci fur vendse Thromboembolien identifiziert werden (vgl. Lindstrém
et al. 2019).
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Material und Methoden

Ethik

Die zugrunde liegende Multicenter-Fall-Kontroll-Studie wurde durch das medizinische
Ethik-Komitee der Universitaten Minster und Kiel [B304/16] in Deutschland bewilligt.
Eine schriftliche Einwilligung nach ausfuhrlicher Aufklarung wurde im Vorfeld bei allen

Studienteilnehmer*innen eingeholt.

Studienpopulation

Fiar die Fall-Kontroll-Studie, die dieser Arbeit zugrunde liegt, wurden zwischen
Dezember 2008 und Dezember 2019 konsekutiv Patient*innen mit einer
symptomatischen vendsen Thromboembolie rekrutiert. Die Rekrutierung erfolgte
unabhéngig davon, ob thromboseférdernde Risikofaktoren vorhanden waren oder
nicht. Die Uberprufung hinsichtlich einer Thrombophilie erfolgte bei insgesamt 1020
Patient*innen (14 bis < 60 Jahre) sowie bei 902 gesunden Blutspender*innen (18 bis
< 60 Jahre). Die Index-Patient*innen stellten sich erstmalig im Gerinnungszentrum mit
der Vorgeschichte einer vendsen Thromboembolie vor. Die untere Altersgrenze fir
eine erste stattgehabte Thromboembolie lag bei 14, die obere bei 60 Jahren (14 bis <
60 Jahre). Die Einzugsregion fur die Studienpopulation und ihre Kontrolle war
Norddeutschland. Es handelte sich ausschlie3lich um Individuen kaukasoider
Abstammung. Die Bezeichnung Kaukasier/-oide geht auf den deutschen Anatomen
und Anthropologen Johann Friedrich Blumenbach zurtick (Dissertation ,De generis
humanis varietate nativa“® 1775), der alle hellhdutigen Menschen als Kaukasier
definierte. So ist der Begriff ,caucasian® heute immer noch in den englischsprachigen
Landern gebrauchlich, und hier vor allem in den USA.

Ein- und Ausschlusskriterien

Entsprechend der folgenden Kriterien wurden die Studienteilteilinehmer*innen in die
Studie eingeschlossen: i) Alter vom 15. bis zum 61. Lebensjahr (14 bis < 60 Jahre) bei
erstem Ereignis einer vendsen Thromboembolie. ii) Nachweis einer mit etablierten
bildgebenden Methoden objektiv bestatigten Thrombose und Rezidiv-Thrombose. Als
etablierte Nachweismethoden fir die VTE galten Duplex- und Dopplersonographie

sowie die Computer- und Magnetresonanztomographie. Fiur die objektive Bestatigung
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einer Lungenarterienembolie wurden eine Spiral-CT mit Pulmonalisangiographie oder
eine Lungenfunktionsszintigraphie akzeptiert. Patient*innen wurden von der Studie
ausgeschlossen, wenn i) eine durch einen Zentralvenenkatheter bzw. Fremdmaterial
oder einen Shunt provozierte VTE vorlag, die VTE im Rahmen einer malignen
Erkrankung auftrat, ein Antithrombin-, Protein C- oder Protein S-Mangel
molekulargenetisch oder ein Antiphospholipid-Syndrom (APS) laborchemisch
nachgewiesen wurde oder wenn sie ii) — im Sinne eines ,Lost to follow-up® nicht mehr
zur Verfugung standen. ,Lost to follow-up“ bedeutet, dass die Studienteilnehmer*innen
der Nachbeobachtung nicht mehr zur Verfigung standen. Sei es durch
Wohnortwechsel oder Versterben oder dass sie aus anderen Grinden nicht mehr zu

den Nachfolgeterminen erschienen.

Primares Studienziel

In dieser Arbeit ging es primar um die folgende Frage: Wie hoch ist das individuelle
VTE-Risiko von kaukasoiden adulten (und adoleszenten) Patient*innen, wenn sie eine
Anlagevariante fur Prothrombin (Faktor FllI) A19911G im Referenz-SNP rs3136516
besitzen? Um Storvariablen (Confounder) mdglichst auszuschlieRen, wurde bei dem
Vergleich der Thromboembolie- [n = 1012] mit der gesunden Blutspender-Population
[n = 902] eine Adjustierung hinsichtlich der Einflussfaktoren i) hdufige Thrombophilien
(Anlagevarianten fur Faktor FV Leiden mit der Referenznummer rs6025 und
Prothrombin mit der rs1799963), ii) Alter bei Erstdiagnose einer VTE und iii) Blutgruppe
vorgenommen (Rosendaal 1999, Dahlback 2000, Martinelli 2001, Anderson et al.
1991, Nowak-Gottl et al. 2017).

Sekundares Studienziel

Zweites Untersuchungsobjekt dieser Studie war die Analyse der Zeitdauer zwischen
Absetzen der Antikoagulation nach einer ersten venésen Thromboembolie bis zum
Auftreten eines Rezidiv-Ereignisses. Auch hier erfolgte eine Adjustierung beziglich

der bereits oben erwahnten Storvariablen.
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Klinischer Ablauf

Bei ihrem ersten Besuch in der Gerinnungsambulanz erschienen die Patient*innen
aufgrund einer symptomatisch gewordenen vendsen Thromboembolie. Sie wurden
hinsichtlich ihrer Krankheitsgeschichte sowie moglicher Risikofaktoren bzw.
Auslésemechanismen, die eine VTE befordern, befragt. Hierzu zahlten z. B. die
Einnahme oraler Kontrazeptiva, Schwangerschaft, Adipositas, Immobilisation,
operative Eingriffe und Nikotinkonsum. Die Datenerfassung beinhaltete aul3erdem die
Familienanamnese im Hinblick auf eine stattgehabte Thromboembolie,
Labortestresultate, die bisherige Therapie inklusive der injizierten oder eingenommen
Antikoagulation, deren Dosis und Dauer sowie die Adharenz an die Medikation. Soweit
moglich, erfolgten Nachuntersuchungen zur Verlaufskontrolle in regelméRigen
Zeitabstanden. Zu diesen Vorstellungsterminen wurden die Daten jeweils neu evaluiert
und es wurde nach neuen thromboembolischen Ereignissen geforscht. Die
Patient*innen wurden, unabhangig der genetischen Vorbelastung, gemafR den
aktuellen antithrombotischen Therapie-Richtlinien behandelt (Kearon et al. 2016,
Monagle et al. 2012, AWMF S3-Leitlinie Prophylaxe der venésen Thromboembolie
2015).

Blutprobensammlung

Den Patient*innen und den Blutspende-Kontrollen wurde im Studienzentrum morgens
nach einer 12-stiindigen Fastenperiode Blut entnommen und gesammelt. Die Proben
wurden durch eine periphere Venenpunktion in Kunststoffspritzen gezogen, die zu
einem Zehntel mit 3,8 %-igem Trinatriumcitrat gefullt waren (Sarstedt, Nirnbrecht,
Deutschland). Direkt im Anschluss wurden die Proben auf Schmelzeis gelagert.
Hiernach wurde plattchenarmes Blutplasma mittels zwanzigminitiger doppelter
Zentrifugation bei 3000 g? und 4 °C gewonnen. Plasma enthalt im Gegensatz zum
Blutserum noch alle Gerinnungsfaktoren. Das Blutplasma wurde in

Langzeitaufbewahrungsrohrchen aus Polysterene (PS, weitverbreiteter Standard-

Der g-Wert (relative Zentrifugalbeschleunigung RCF = Vielfaches des g-Wertes) ist der kennzeichnende Wert fur die Zentrifugation. Es
handelt sich bei dem g-Wert um die GroRe ,Kraft pro Masse®, sie hat daher die Dimension einer Beschleunigung und wird als Vielfaches der
normalen Erdbeschleunigung g = 9,80665 m/s’ angegeben.
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Kunststoff) aliquotiert (d. h. in gleichmallige Anteile ohne Rest verteilt), bei — 70°C
aufbewahrt und unmittelbar vor der Analyse aufgetaut. Die DNA wurde durch die
Spinsaulen-Technologie (QUIAGEN, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die
Blutentnahme erfolgte sechs bis zw6lf Monate nach dem akuten thromboembolischen
Ereignis und frihestens sechs Wochen nach Beendigung der Antikoagulantien-

Therapie.

Laboranalyse

Mit schriftlicher oder mundlicher (ggf. elterlicher) Zustimmung wurden Mutationen im
F2-Gen (rs3136516,) im F5-Gen (rs6025) und im F2-Gen (rs1799963) analysiert. Seit
2011 mussten gemall dem Gendiagnostikgesetz die Einwilligungen schriftlich
erfolgen. Die Plasmaspiegel fir Antithrombin und andere Gerinnungsinhibitoren, die
D-Dimer-Konzentration, Lupus-Antikoagulantien und Antiphospholipid-Antikérper
wurden mit standardisierten Labor-Techniken gemessen (Holzhauer et al. 2012,
Nowak-Gottl et al. 2017). Das erste Mal wurde gemessen, wenn die Patientinnen und
Patienten im Gerinnungszentrum im Zustand nach einer stattgehabten VTE
erschienen. Die Messungen wurden, soweit mdoglich, wahrend der Routine-
Nachfolgeuntersuchungen wiederholt. Insbesondere die Analyse von Protein C und
Protein S wurde friihestens drei Monate nach dem Indexereignis bzw. der Beendigung
einer Medikation mit einem Vitamin K-Antagonisten durchgefiihrt. Mangelzustande an
Antithrombin, Protein C oder Protein S wurden bestatigt, wenn die Werte wiederholt
unterhalb des altersbezogenen Referenzbereiches persistierten (Nowak-Goéttl et al.
2017: 67). Kriterium fir die hereditare Natur eines hamostaseologischen Defektes war
seine Prasenz bei mindestens einem weiteren erst- oder zweitgradigen
Familienangehdrigen und/ oder die Identifikation einer kausalen Genmutation.

Die SNP-Genotypisierung fur F2 A19911G (LRG_551t1:¢.1726-59G>A, rs3136516)
wurde mittels der TagMan-PCR-Analysemethode realisiert. TagMan ist eine Art
Echtzeit-PCR und verwendet Nukleinsdure-Sonden, die zu einem innerhalb der Ziel-
DNA gelegenen Segment komplementar sind. PCR steht fiir Polymerase Chain
Reaction (Polymerasekettenreaktion) und ist ein enzymatisches Verfahren zur
Vervielfaltigung von DNA bzw. bestimmter Gen-Sequenzen innerhalb dieser. Die
TagMan-Genexpressionsassays bestehen aus einem Paar von unmarkierten und

hochspezifischen PCR-Primern sowie einer Allele-spezifischen TagMan-Sonde mit
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Farbstoffmarkierung (unverwechselbare Fluoreszenzfarbstoffe) zur Ziel-Detektion
(Analysen-ldentifikationsnummer: C_11661574 10, ThermoFisher Scientific). Die
Emission des Fluoreszenzspektrums der einen Sonde Uberlappt das
Anregungsspektrum der anderen, was in einer Ausléschung der ersten Fluoreszenz
durch die Zweite resultiert. Fur die Analyse wurde das ABI7900HT Fast Echtzeit-PCR-
System verwendet. Es gibt dber 1,8 Millionen vorgefertigte TagMan
Genexpressionsassays, die in Form von Einzelrdhrchen, 96-Well-Platten, 384-Well-
Mikrofluidik-Karten und Applied Biosystems Open Arrays erhéltlich sind. Nebenbei sei
bemerkt, dass der eingesetzte spezifische SNP (rs3136516) keine signifikante
Abweichung vom Hardy Weinberg-Aquilibrium in der gesunden Kohorte der

Blutspenderinnen und Blutspender zeigte (p = 0,55).

Blutspender-Kontrollkollektiv

Fur die Teilnahme zur Blutspende im Rahmen der Fall-Kontroll-Studie konnten
insgesamt 1011 européaische (kaukasische) Individuen zwischen 18 und 70 Jahren aus
dem schleswig-holsteinischen Einzugsgebiet gewonnen werden. Die Blutspenden
erfolgten im Blutspende-Zentrum der Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel. Der Abnahme-Zeitraum lag zwischen April
2014 und Juli 2015, die Blutentnahme wurde am Morgen nach einer 12-stiindigen
Fastenperiode durchgefuhrt. Entsprechend den Blutspende-Kriterien (Nowak-Gottl et
al. 2017: 67) wurden 902 Kontrollpersonen fir die Studie akzeptiert. Aufgrund
begrenzter Plasmaproben und notwendiger Wiederholungsuntersuchungen standen
fir einige Parameter fur die adjustierte bzw. multivariate Analyse nur 875 von 902
Proband*innen zur Verfugung. Als Ausschlusskriterium galt eine positive
Vorgeschichte hinsichtlich Blutungsneigung, Thrombose oder eine friihe Manifestation
(vor dem 56. Lebensjahr) eines Myokardinfarktes oder Schlaganfalls. Im Ergebnis
konnten in dieser Population 0,2 % als homozygote und 5,5 % als heterozygote
Tragerinnen/ Trager fur eine Faktor FV Leiden-Anlagevariante (F5 c¢.1691G>A,;
rs6025) identifiziert werden. 2,6 % zeigten die heterozygote Variante 20210G>A
(rs1799963) im Prothrombin (Faktor FlI) -Gen.
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Antikoagulantien-Therapie

Basierend auf einer innerklinischen standardisierten (Kearon et al. 2016, Monagle et
al. 2012) Therapie-Richtlinie (Standard Operating Procedure, SOP) erhielten
Patient*innen mit einer provozierten Beinvenenthrombose eine Antikoagulation Utber
einen Zeitraum von drei bis sechs Monaten, wahrend die Antikoagulation bei einer
unprovozierten vendsen Thromboembolie und/ oder einer Lungenarterienembolie auf
zwolf Monate verlangert wurde. Vor Beendigung der Antikoagulation musste die D-
Dimer-Konzentration sich im Referenzbereich unterhalb des altersabhangigen
Grenzwertes (Cut off) befinden. Zweites Kriterium vor Beendigung der
antithrombotischen  Therapie war eine unaufféallige echokardiographische
Kontrolluntersuchung ohne Zeichen fur eine Rechtsherzbelastung bei Patientinnen

und Patienten mit einer statigehabten Lungenarterienembolie.

Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der MedCalc-Software bvba (Version 16.4.3,
Ostend, Belgium) und StatView 5 software packages (SAS Institute Inc.) realisiert. Die
kontinuierlichen Variablen wurden als Mittelwert (+ Standardabweichung) oder Median
(Minimum - Maximum) exprimiert und kategoriale Daten in Zahlen- und

Prozentangaben.

Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben (auch U-Test oder
Wilcoxon-Rangsummentest genannt) analysierte fir die kontinuierlichen Daten die
Unterschiede zwischen den nichtsymmetrisch (schief) verteilten Variablen der zwei
unabhangigen Gruppen. Das Prinzip eines nichtparametrischen Tests ist die
Rangbildung. In die Berechnung der Teststatistiken geht der Rang der Daten in der

aufwarts sortieren Stichprobe ein (Bender et al. 2007a).
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Chi-Quadrat-Test

Der Chi-Quadrat-Test differenzierte die Unterschiede zwischen den Gruppen fir
binare und kategoriale Daten. Der Chi-Quadrat-Test meint eigentlich eine Reihe von
verschiedenen Tests. Diese haben gemeinsam, dass ihre Prifgrof3e eine Chi-
Quadrat-Verteilung hat. Die y2-Verteilung wird insbesondere fir den
Unabhangigkeitstest  fur  Kontingenztabellen verwendet (Methodenberatung
Universitat Zirich 2020).

Odds Ratio (OR)

Fur das primare Studienziel wurden die jeweiligen Odds Ratio (OR) und ihr
korrespondierendes 95%-Konfidenzintervall (KI) berechnet. Aufgabe der Odds Ratio
ist es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen einer Erkrankung und ihrer Ursache
rechnerisch darzustellen. Uber die Berechnung im Regressionsmodell ergibt sich dann
ein Anhalt, ob und wie stark die Erkrankungshaufigkeit durch einen bestimmten
Risikofaktor beeinflusst wird. Eine Chance (engl.: odds) setzt die Wahrscheinlichkeit
fir das Eintreten eines Ereignisses ins Verhaltnis zur Wahrscheinlichkeit fur das
Nichteintreten eines Ereignisses. Eine OR > 1 bedeutet, dass sich das Risiko fur das
Ereignis erhoht, eine OR = 1, dass die zu untersuchende Variable (im Beispiel das
Absetzen der Antikoagulation) keinen Einfluss hat und eine OR < 1 das Risiko abnimmt
Die OR macht keine Aussagen Uber einen kausalen Zusammenhang. Fir die
Beurteilung, ob der beobachtete Effekt statistisch signifikant ist, muss das

Konfidenzintervall (KI) betrachtet werden (Bender & Lange 2007a).

Logistisches Regressionsmodell

Es wurde ein univariates logistisches Regressionsmodell angewandt, welches
Patient*innen mit den gesunden Blutspende-Kontrollen verglich. Der homozygote GG-
und der heterozygote AG-Genotyp wurden mit dem AA-Wildtyp der Anlagevariante
19911im F2-Gen (rs3136516) verglichen. Bei einer abhangigen Outcome-Variable mit
binarem Messniveau ist die Anwendung eines linearen Regressionsmodells nicht
sinnvoll. Wenn man anstelle von Y die Wahrscheinlichkeit fir den Eintritt des
Zielereignisses p = P (Y = 1) einsetzt, kann das Risiko p jede beliebige Zahl zwischen
0 und 1 annehmen und die Chance (p/p-1) kann jede beliebige positive Zahl
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annehmen, ebenso wie der Logarithmus der Chance (genannt ,logit“) dann ein Wert

aus dem reellen Zahlenbereich sein kann (Bender et al 2007b, Schneider et al. 2010).

Multivariables Regressionsmodell

Um einen unabhangigen Einfluss auf das VTE-Risiko zu evaluieren und fir weitere
maogliche Storvariablen (haufige hereditare Thrombophilie, Alter bei Auftreten der VTE,
Blutgruppe) (Rosendaal 1999, Dahlback 2000, Martinelli 2001, Anderson et al. 1991,
Nowak-Gottl et al. 2017) zu adjustieren, wurde ein multivariables Regressionsmodel
mit riickwartiger Variablenselektion eingesetzt. Bei der Ruckwartsselektion werden die
unabh&ngigen Variablen nach und nach aus dem Modell ausgeschlossen (Bender et
al. 2007c).

Multiplikative Skala

Weiterhin wurde, um auf mdégliche statistische Wechselwirkungen zwischen dem F5
(rs6025) - und dem F2 (rs3136516) -Genotyp zu testen, eine multiplikative Skala in
das Modell implementiert. Die Verhaltnisskala ist eine metrische Skala mit einem
absoluten Nullpunkt (z. B. Lebensalter). Die einzigen erlaubten Transformationen bei
Verhaltnisskalen sind multiplikative Transformationen, damit der Nullpunkt erhalten
bleibt.

Methode nach Kaplan und Meier

Fir das sekundare Studienziel, d. h. die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs, wurde
die Wahrscheinlichkeit fiir ein VTE-freies Uberleben als eine Funktion der Zeit unter
Verwendung der Methode nach Kaplan und Meier kalkuliert. Das Kaplan-Meier-
Verfahren ist wie die Cox-Regression eine Ereigniszeitanalyse. Anhand der Kaplan-

Meier-Kurve lassen sich Uberlebensraten bestimmen (Ziegler et al. 2007c¢).

Log-rank-Test

Der Log-rank-Test wurde verwendet, um Unterschiede im Rezidiv-freien Uberleben
zwischen den Gruppen zu testen. Basierend auf friiheren Berichten (Douketis et al.
2011, McRae et al. 2006) wurde die Kalkulation der Stichproben-MindestgréRe fur den
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Vergleich zweier Teilmengen durchgefuhrt unter der Annahme einer Typ-1-
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 0,05 und einer Typ-2-lIrrtumswahrscheinlichkeit von
0,20. Wahrend die Kaplan-Meier-Kurven zum deskriptiv-graphischen Vergleich von
Uberlebens-oder Ereigniszeiten zweier Gruppen dienen, vergleicht der Log-rank-Test
die Ereigniszeiten auf statistischer Ebene und analysiert, ob die Zeiten gleich lang sind.
Patienten wurden aus der Uberlebenszeitanalyse genommen (zensierte Falle), wenn
entweder ein Versterben aus anderer Ursache als ein VTE-Rezidiv vorlag oder bei
einem lost to follow-up unter Verwendung der Daten vom letzten Kontrollbesuch
(zensierte Falle) (Ziegler et al. 2007b, Zwiener et al. 2011).

Proportionales Hazard-Modell von Cox

Zur Evaluation eines unabhangigen Einflusses auf das Risiko eines VTE-Rezidivs
(dichotome Variable ,Rezidiv ja“ versus ,kein Rezidiv‘) und flr die Adjustierung
weiterer potentieller Confounder (Geschlecht, hereditare Thrombophilie, Alter beim
Erstereignis einer VTE, Blutgruppe) (Rosendaal 1999, Dahlback 2000, Martinelli 2001,
Brouwer et al. 2009, Anderson et al. 1991) wurde die Hazard Ratio HR zusammen mit
dem 95 %-Konfidenzintervall Uber das proportionale Hazard-Modell von Cox
geschéatzt. Die Regressionsanalyse von Cox wird eingesetzt, wenn der Einfluss
mehrerer Faktoren auf die Outcome-Variable analysiert werden soll. Das Modell soll
helfen einzuschatzen, welchen Effekt ein interessierender Parameter auf die Zeit bis
zum Eintreten eines bestimmten Ereignisses oder auf die Uberlebenszeit hat.
Gleichzeitig wird durch das Modell eine Adjustierung fur die anderen wesentlichen
EffektgroRen vorgenommen. Dabei gibt es keinen festen Beobachtungszeitraum.
Daher wird die Hazard-Funktion h (t) als Hilfsmittel herangezogen. Sie benennt die
Wahrscheinlichkeit, dass innerhalb eines definierten Zeitintervalls (Risiko pro
Zeiteinheit) das Zielereignis zum Zeitpunkt t eintritt. Die Hazard Ratio (HR) ist der
Quotient aus der Hazard-Funktion zweier Gruppen und stellt somit ein vergleichendes
Risikoverhaltnis dar. Zentrale Annahme des Cox’schen Modells ist die Proportionalitat,
d. h., dass dieser Quotient der Hazardfunktionen tber die Zeit konstant ist. Dieses
lasst sich anhand der Kaplan-Meier-Kurven in etwa abschatzen, indem man schaut,

ob sie die die beiden Kurven kreuzen oder nicht (Ziegler et al. 2007a).
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Likelihood-Quotienten-Test (LQT)

Um die Verbindung zwischen unabhangigen und abhangigen Variablen abschatzen
zu kdnnen, wurde der Likelihood-Quotienten-Test (LQT) durchgefuhrt. Die Likelihood-
Ratio soll einschatzen, wie sich das Resultat eines diagnostischen Tests auf die
Chance fir das Vorliegen einer Krankheit auswirkt. Der positive Likelihood-Quotient
(LR+ = Sensitivitat/ 1-Spezifitat) gibt an, um wievielmal wahrscheinlicher ein positives
Testergebnis bei einem kranken Menschen als bei einem Gesunden ist. Ein LR+ > 10
wird mit gut bewertet. Der negative Likelihood-Quotient (LR-) gibt an, wievielmal
wahrscheinlicher ein negatives Testergebnis bei einem Kranken ist. Ein LR- < 0,1 gilt
als gut (Hilgers et al. 2007, Hedderich & Sachs 2016). Um zu testen, ob die
proportionale Hazard-Annahme - eine der Voraussetzungen fur die Anwendung des
Log-rank-Tests oder die Eignung des Cox-Regressions-Modells — erfillt ist, wurde die
cox.zph-Funktion aus dem Paket ,survival (v3.1.8; Therneau TM, 2019) in R 3.4.3 (R
Core Team, 2019) verwendet. Ein p-Wert von > 0,05 indiziert, dass die proportionale
Hazard-Annahme nicht verletzt wurde. Die Rezidiv-Raten wurden als Anzahl von

Rezidiv-Ereignissen pro 100 Personenjahre berechnet.

Pradiktiver Wert /negativer Vorhersagewert

Pradiktive Werte - oder auch Vorhersagewerte - geben die Wahrscheinlichkeit an, dass
die einem diagnostischen Test und dem Testergebnis folgende Entscheidung, dass
eine Krankheit vorliegt oder nicht, richtig ist. Im Gegensatz zu Sensitivitat und
Spezifitat, hangt der Vorhersagewert von der Pravalenz einer Erkrankung in der
Bevolkerung ab. Dabei ist die Pravalenz ein epidemiologischer Begriff fur die
Krankheitshaufigkeit. Diese gibt an, wie viele Menschen zu einem bestimmten
Zeitpunkt an einer bestimmten Krankheit leiden. Somit gibt der negative pradiktive
Wert (auch: negative Vorhersagewert) an, wie viele Individuen, bei denen ein
medizinischer Test negativ ausgefallen ist, auch tatsachlich negativ und damit gesund
sind. Der negative pradiktive Wert berechnet sich als d / (c + d) mit d = Anzahl der
richtig negativ getesteten Personen und ¢ + d = Anzahl aller negativ getesteten
Personen (Hedderich & Sachs 2016).
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Receiver-Operating-Characteristics (ROC-)-Analyse

Fur die Erstellung eines Punktwertesystems (Score) zur Diskriminierung in eine
Niedrig- und Hochrisikogruppe fur VTE-Rezidive wurde die ROC-Kurvenanalytik
verwendet. ROC steht fiir Receiver Operating Characteristics und ist Teil des
MedCalc-Programms, einer statistischen Analyse-Software. Die Analytik ermoglicht
die Erstellung einer ROC-Kurve und generiert einen kompletten Sensitivitats- und
Spezifitats-Bericht. Die ROC-Methode vermittelt u. a. eine Aussage Uuber die
diagnostische Qualitat eines Tests. Auch soll sie helfen, anhand bestimmter Variablen
(z. B. Geschlecht, hereditare Thrombophilie) die Patient*innen einer bestimmten
Gruppe in einem Klassifikationssystem zuzuordnen (z. B. zu einer Niedrig- oder
Hochrisikogruppe). Dazu wird in der ROC-Kurve die Sensitivitat (wahre Positivrate) als
Funktion der Spezifitdt (wahre Negativrate) fur die unterschiedlichen Cut-off-Werte der
interessierenden Parameter aufgetragen. Jeder Punkt in der ROC-Kurve reprasentiert
ein  Sensitivitats- /Spezifitats-Paar, korrespondierend zu einer bestimmten
Entscheidungsschwelle (Cut-off-Wert). Somit ist die ROC-Kurve ein graphisches
Mittel, um die Trennschéarfe eines Diagnoseverfahrens darzustellen.

Kommt es zu Uberschneidungen der Verteilungen von x (i. e. Score-Wert als Funktion
der interessierenden Variablen) in den beiden Gruppen (z. B. Niedrig-
/Hochrisikogruppe,  Gesunde /Kranke), so folgen unweigerlich  auch
Fehleinschatzungen, da eine geringe Trennscharfe im Uberlappungsbereich besteht.
Dabei entsteht ein Fehler erster oder zweiter Art. Fehler erster Art bedeutet, dass ein
negatives Ergebnis vorliegt, obwohl es in Wirklichkeit positiv ist. Z. B. wird ein Patient
einer Gruppe 1 mit niedrigem Risiko zugeordnet, obwohl er in Wirklichkeit ein hohes
Risiko tragt und der Gruppe 2 zugehoért. Das Ergebnis ist falsch negativ. Fur eine hohe
Sensitivitat, d. h. eine hohe Wahrscheinlichkeit, ein Hochrisikoindividuum auch korrekt
als solches zu identifizieren, muss ein Fehler erster Art méglichst vermieden werden.
Vice versa entspricht eine hohe Spezifitat der Vermeidung eines Fehlers zweiter Art
(falsch positiv). Um bei dem obigen Beispiel zu bleiben, wiirde eine hohe Spezifitat
bedeuten, mit hoher Wahrscheinlichkeit einen Gesunden korrekt als gesund zu
diagnostizieren oder ein Individuum korrekt der Gruppe mit niedrigem Risiko
zuzuordnen (und ihm dadurch z. B. das Risiko einer Langzeitantikoagulation zu

ersparen). Die Flache unter der ROC-Kurve (AUC, Area Under the Curve) ist ein
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visuelles und intuitiv leicht erfassbares Malf3, wie gut ein bestimmter Parameter
zwischen zwei Diagnostik-Gruppen (z. B. LRG /HRG; Gesunde / Kranke)
differenzieren kann. Je weiter sich die Kurve von der Winkelhalbierenden entfernt bzw.
sich wegbieqgt, je grofier ist die Trennscharfe (MedCalc Manual, ROC curve analysis
2021; Hedderich & Sachs 2016).

Score

Der Begriff Score kommt aus dem Englischen und bedeutet Punktzahl oder
Trefferstand. Oft wird er auch abgekiirzt verwendet als Bezeichnung fir das
gesamte Punktwertesystem. Dieses Punktwertesystem dient einer
Klassifizierung oder Eingruppierung, z. B. in der Medizin der Einteilung eines
Krankheitsbildes in verschiedene Schweregrade anhand bestimmter Kriterien.
Bekannte Scores in der Intensivmedizin sind z. B. der SOFA (Sepsis-related
organ failure assessment) -Score zur Beurteilung eines Organversagens und
seine stark verkurzte Variante, der Quick-SOFA, zum einfachen und schnellen

Erkennen einer Sepsis.

Bei Erfullung bestimmter Kriterien oder Merkmale einer Variablen (z. B. Geschlecht:
mannlich /weiblich, Thrombophilie: nein /ja /mehrere) erfolgt die Vergabe eines
Punktwertes und entsprechend der Gesamtpunktzahl die Zuordnung zu einer Gruppe
in einem Punktwertesystem. Scores dienen so zur Information und Beratung von
Patienten, zur Diagnose- und Prognosestellung sowie zur Therapieplanung und -
kontrolle. In der Medizin dominieren gerne Scores zur Prognose (predictive score) und

Evaluation (outcome score) (Holle 1995).

Im Rahmen der Nachverfolgungsstudie dieser vorliegenden Arbeit wurde ein
Prognose-Score konstruiert, der auf wenigen Variablen und dem dichotomen Kriterium
.Rezidiv-Wahrscheinlichkeit: niedrig oder hoch* beruht. Diesem wiederum folgt die
Therapieentscheidung: ,Fortsetzung der Antikoagulation: nein oder ja“. Da es sich bei
Rezidiv-Ereignissen um zeitlich nachgestellte Ereignisse handelt, ist es erforderlich,
die pradiktive Validitat des Konstrukts zu messen. Damit soll die Zuverlassigkeit der

Wabhrscheinlichkeitsaussagen uberprift werden. Wie aber bereits weiter oben
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angedeutet, hangt der Vorhersagewert von der Pravalenz einer Erkrankung in der
Bevolkerung ab. Somit bezieht sich die Aussagekraft des Scores nur auf die
untersuchte Population. Zudem besteht durch die kiinstliche Einteilung in die Gruppen
,hiedriges” und ,hohes Rezidivrisiko“ das Problem, dass es Patient*innen mit sehr
ahnlichen Verlaufen gibt, sie aber jeweils der anderen Gruppe zugeordnet werden.
Hier erlangen die Trennscharfe des Scores und das oben beschriebene statistische

ROC-Analyseverfahren an Bedeutung.

Letztlich sollen Punktwertsysteme eine Entscheidungshilfe sein und subjektive
Entscheidungen mdglichst objektiver gestalten. Um sich dieser Objektivitat zu nahern,
wird versucht, die Qualitat eines Scores mit Hilfe Statistischer Analyseverfahren, wie
z. B. dem ROC-Verfahren zu verbessern. Es gibt inzwischen diverse Scores in der
Medizin und sie sind immer wieder Kritik ausgesetzt: So wird angemerkt, dass sie
Objektivitat oft nur vorgaukeln wirden und die individuelle Betrachtung des Patienten
und seiner Problematik zu kurz kommen wirden. Zu bertcksichtigen ist, dass den
Punktwertesystemen oft sehr komplexe klinische Gegebenheiten zugrunde liegen und
die Erstellung eines Score Informationen zwar zum Teil verdichtet, aber durch
Beschrankung auf moglichst wenige Variablen auch zu einem erheblichen
Informationsverlust fuohrt. Infolgedessen sollte bei der Beurteilung eines
Klassifikationssystems immer bedacht werden, welche Informationen bzw. Merkmale
(Variablen) in den Score eingegangen sind, ob er reproduzierbar und praktikabel im
klinischen Alltag ist, aber auch der zeitliche Bezug der Datenerhebung ist nicht
unerheblich. Schlie3lich beruht die Auswahl der Eingangsvariablen oft einer
subjektiven Auswahl auf Expertenebene. In dem Bewusstsein, dass es in der Praxis
oft um Entscheidungen zum Wohle eines einzelnen Individuums geht, sollte ein Score
nur als ein Baustein in der gesamten Informationsmenge und Entscheidungsfindung
gesehen werden. Durch Gutekriterien wie Reliabilitat, Validitat, Préazision und
Unverzerrtheit soll die Qualitat dieses Bausteins auf statistischer Ebene verbessert
werden (Holle 1995).
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Ergebnisse

Primares Studienziel

Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Relevanz des Einzelnukleotid-
Polymorphismus A19911G fir die Erstmanifestation einer vendsen Thrombose. Der
SNP befindet sich im Prothrombin (FIl)- Gen und besitzt die Referenznummer
rs3136516.

1. Auf der Basis einer Fall-Kontroll-Studie sollte die Bedeutung des SNP fir ein
Thromboembolie-Risiko respektive die Rezidivgefahr far ein

thromboembolisches Ereignis untersucht werden.

2. Im Weiteren wurde versucht, unter Einbezug thromboembolischer
Risikofaktoren einen Score zu entwickeln, der eine Kategorisierung der
Patient*innen in eine Hochrisiko- (High Risk Group, HRG) oder Niedrigrisiko-
Gruppe (Low Risk Group, LRG) erleichtern soll.

Die Ergebnisse dieser Erhebung werden im nachfolgenden Teil dargestellt.
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Deskriptive Analyse des Kollektivs

Wie im folgenden Flow-chart (Abb. 1) dargestellt, wurden Patient*innen rekrutiert, die
im Alter von 14 bis < 60 Jahre eine Thromboembolie erlitten hatten. Der Anteil
mannlicher Patienten betrug 32 %. Entsprechend der Ausschlusskriterien
(Antithrombin-, Protein C- und Protein S-Mangel, persistierendes Antiphospholipid-
Syndrom (APS)) verblieb eine Kollektivmenge von N = 1020 und fur die

interessierenden Variablen letztlich eine Studienpopulation von 1012 Probandi*nnen.

Datenbank: N = 1075
Patient*innen

Alter 14 bis < 60 Jahre

Anteil mannlicher
Patienten: 32 %

Antithrombin-Mangel, N = 14
Protein C-Mangel, N =8
Protein S-Mangel, N = 15
APS persistierend, N = 18

(N gesamt = 55)

Studienpopulation N = 1012

Abbildung 1: Flow Chart Patientenrekrutierung
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Tabelle 4. Darstellung der Studienpopulation mit relevanten Daten: Manifestationsort und

Risikofaktoren (RF) der VTE

Patient*innen mit VTE

Gesunde Kontrollen

N = 1012 N =902
Alter 36.8+10.9 37.8+14
Weiblich 696 (68.8%) 443 (49.1%)
VTE-Lokalisation N [%]
VTE Bein 688 [68.0] -
VTE und LAE 192 [19.0] -
SVT 61[6.0] -
Multiple 32[3.1] -
AVT (ATE) 39[3.9]
Provozierte VTE: N [%] 857 [84.7] -
Provozierende Risikofaktoren
Vorerkrankung* 113* -
Immobilisation /Operation 293* -
Body Mass Index > 27 140* 15
Orale Antikonzeption 168* 170
Nikotinkonsum (> 10 Zig. /die) 143* 131
RF nicht naher klassifiziert 228* -
Rezidiv-VTE Lokalisation N [%0]
VTE Bein 122 [68.5] -
VTE und LAE 1[0.6] -
SVT 4[2.2] -
LAE A7 [ 26.4] -
AVT (ATE) 4[2.2] -

*Vorerkrankung: Akute Inflammation / Infektion, Autoimmunerkrankung, maligne Neoplasie, Diabetes mellitus

Abkirzungen (Abk.): AIS: Akuter ischamischer Schlaganfall, AVT (ATE): Arterielle Embolie vendsen Ursprungs,
BVT: Beckenvenenthrombose; LAE: Lungenarterienembolie; OVT Oberflachliche Venenthrombose; SVT:

Sinusthrombose; TVT: Tiefe Venenthrombose,

Zentralvenenthrombose

nicht weiter definiert;

UVT: Unterschenkel-TVT; ZVT:
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In der Tabelle 4 sind die Eigenschaften der Studienpopulation und des
Kontrollkollektivs dargestellt. Das durchschnittliche Alter unterscheidet sich zwischen
den Gruppen nur geringfigig um 1,3 Jahre (Indexpatient*innen: 35,5 Jahre;
Kontrollkollektiv: 36,8 Jahre). Im Patient*innenkollektiv sind etwa zwei Drittel (70,5%)
der erfassten Patient*innen weiblich, wahrend im Kontrollkollektiv das Verhaltnis
nahezu ausgeglichen ist und 46 (46,3 %) von 100 Patient*innen weiblich sind. Dartber
hinaus ist der Tabelle die Verteilung der verschiedenen thrombotischen Ereignisse zu
entnehmen. Es fallt auf, dass im Patient*innenkollektiv etwa jede*r Vierte eine
Thrombose im Unterschenkel (25,1%) oder eine Lungenarterienembolie (26,1%)
erlitten hatte. Der grof3te Teil der Ereignisse (31,1%) wird durch nicht genau definierte
(d. h. lediglich Angabe des Korperteils ohne ndhere Angabe des GefalRabschnittes)
tiefe Venenthrombosen vertreten. Weitere Lokalisationen bewegen sich im einstelligen

Prozentbereich.

Insgesamt wurden vier von funf Thromboembolie-Ereignissen (77,8%) durch einen
oder mehrere Faktoren provoziert. Den haufigsten provozierenden Faktor stellt die
Immobilisation /Operation mit einem Vorkommen bei nahezu jeder zweiten Thrombose
(49,8%) dar. Gefolgt von der Einnahme der Pille bzw. von Hormonen mit 44% und dem
Nikotinkonsum mit etwa einem Drittel (29,6%). Weniger haufig wurden Adipositas
(20,8%) oder eine Grunderkrankung (10,3%) als auslésende Risikosituationen erfasst.
Fur den Vergleich wurden im Kontrollkollektiv ebenfalls Risikofaktoren erfasst. Man
erkennt, dass die Pravalenz des Nikotinkonsums mit 24,7% niedriger als im
Patientenkollektiv (29,6%) ist. Auch die Einnahme der Pille oder von Hormonen
(20,1%), ebenso wie das Vorhandensein von Adipositas (14,7%) sind im

Kontrollkollektiv seltener.
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Deskriptive Analyse der Thrombophilien

In der folgenden Tabelle 5 ist die Verteilung der untersuchten Parameter dargestellt.
Der p-Wert zeigt zu einem Signifikanzniveau von < 0,05, ob ein Unterschied zwischen
dem Patienten- und Kotrollkollektiv vorhanden ist. Die Faktor 5-Genvariante findet sich
bei einem Viertel der Patient*innen (25,8%). Dahingegen ist nur jede*r Zwanzigste
(5,26 %) des Kontrollkollektivs Merkmalstrager*in. Eine Ver&nderung des
Prothrombin-Gens konnte bei etwa sechs von 100 Patient*innen (6,42 %)
nachgewiesen werden, wahrend im Kontrollkollektivs nur 2,63 % Individuen betroffen

sind.

Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung von einzeln oder kombiniert vorkommenden hereditaren
Thrombophilien als Risikofaktor

Risikofaktor Thrombophilie: Patient*innen mit VT Gesunde Kontrollen

N=1012 N=902
Einzelner Risikofaktor: N [%] N [%)]
F2 rs3136516 GG 261/1012 [25.8%)] 206/902 [22.8%)]
F2 rs3136516 GA 518/10102 [51.3%)] 452/902 [50.1%]
F2 rs3136516 AA 231/1012 [22.9%)] 244/902 [27.1%]
F2 rs1799963 GA/AA 41/642 [6.4%] 24/902 [2.7%]
F5 rs605 GA/AA 275/1012 [27.3%)] 50/902 [5.5%)]
Kombinierter Risikofaktor N [%0] N [%0]

F2 rs3136516 GG

& F5 rs605 GA/AA

F2 rs3136516 GG

& rs1799963 GA/AA

F2 rs3136516 GA

261/1012 [25.8%)]
80/1012 [7.9%]
261/1012 [25.8%)]

23/642 [3.6%)]

206/902 [22.8%]
19/902 [2.1%]
206/902 [22.8%]

11/902 [1.2%]

& F2 rs1799963 GA/AA - -

Abk.: F2: Faktor 2; F5: Faktor 5; N: Anzahl; RF: Risikofaktor; VTE: Vendse Thromboembolie

29



Univariate und multivariate Analyse

In der univariaten Analyse ist das angenaherte Risiko eine Thrombose zu erleiden fur
Merkmalstrager*innen der hetero- oder homozygoten FV-Variante im Vergleich zu
gesunden Blutspenderi*nnen etwa sechsfach erhoht (OR: 6,19; 95% CI: 4,37 — 8,76).
Tragerinnen/ Trager der hetero- oder homozygoten Prothrombin-Variante G20210A
haben eine univariate Odds Ratio von 2,54 (95% CI: 1,51 — 4,28) eine Thrombose zu

erleiden.

Tabelle 6: Univariate und multivariate Analyse (logistische Regression) mit Darstellung der Odds Ratio,
95 %-Konfidenzintervall (CI)

Risikofaktor Odds Ratio (95% CI)
Univariable Analyse

Odds Ratio (95% CI)
Multivariable Analyse

F2 (rs3136516) AA 1

F2 (rs3136516) GG
F2 (rs3136516) GA

1.39 (1.04-1.73)
1.21 (0.97-1.51)

1.48 (1.06-2.06)
1.45 (1.10-1.92)

F2 (rs1799963) GG
F2 (rs1799963) GA

1
2.44 (1.47-4.04)

2.38 (1.35-4.20)

F5 (rs6025) GG

F5 (rs6025) GA

1

6.35 (4.59-8.77)

5.68 (3.94-8.20)

Blutgruppe 0

Blutgruppe non-0

1

3.77 (3.04-4.69)

2.74 (2.11-3.55)

Abk.: F2: Faktor 2; F5: Faktor 5

30



Validation eines Vorhersage-Modells zur Identifikation eines erhohten
Risikos fur ein thromboembolisches Rezidiv

Follow-up-Studie fur Rezidiv-Thromboembolie

Tabelle 7: Inzidenz-Raten der ventsen Thromboembolie-Rezidive pro 100 Patientenjahre
hinsichtlich des Geschlechts und hereditarer Thrombophilien

Einflussfaktor ~ Expositions- Ereignis Inzidenz /100 PJ p-Wert
Zeit Jahre Anzahl N % (KI 95%)

mannlich 2014 87 4.3 (3.4-5.3) <0-0001

weiblich 4690 91 1.9 (1.6-2.4)

keine IT 2860 67 2.4 (1.9-3.0)

(irgend)eine IT 3578 111 3.1(2.6-3.7) 0,089

kombinierte IT 700 34 4.8 (3.4-6.8) 0,0006

Total 6704 178 2.6 (2.3-3.1)

Abk.: KI: Konfidenzintervall, PJ: Patientenjahre
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Ereigniszeit-Analyse im Hinblick auf das vorliegende Geschlecht

1.0 1

=

= 0.9

el

©

o

o

a

© 0.8

=

c

35

» = male
0.7 1 = = female

0 20 40 60 80 100 120
time [months]
number at risk
male 325 301 280 271 108 100 96
female 695 658 646 640 284 278 270

Abbildung 2: Wahrscheinlichkeit der rezidivfreien Zeit im Anschluss an eine erste symptomatische VTE.
13,1 % der Frauen im Vergleich zu 26,5 % der Manner erlitten ein zweites thromboembolisches Ereignis
innerhalb von 10 Jahren (Log-rank-Wert: p < 0,0001).

Wahrend die Kaplan-Meier-Kurven zum deskriptiv-graphischen Vergleich von
Uberlebens-oder Ereigniszeiten zweier Gruppen dienen, vergleicht der Log-rank-Test
die Ereigniszeiten auf statistischer Ebene und analysiert, ob die Zeiten gleich lang sind.
Die univariate Analyse konnte mit einer Hazard Ratio von 2,07 (95 %-
Konfidenzintervall: 1,66 — 2,59) fir mannliche Individuen ein signifikant erh6htes Risiko
fir ein weiteres thromboembolischen Ereignis errechnen. Konvention ist, dass die
Outcome-Variable auf der y-Achse (Ordinate) und die erklarende Variable X auf der x-
Achse (Abszisse) notiert werden. In der oben dargestellten Graphik ist entsprechend
auf der y-Achse die Uberlebenswahrscheinlichkeit (survival probability) fir die
Rezidive aufgetragen. Die x-Achse reprasentiert einen Zeitraum tber 120 Monate (10
Jahre). Anhand der graphischen Darstellung fiir das jeweilige Geschlecht kann die

Wabhrscheinlichkeit abgelesen werden, zu einem bestimmten Zeitpunkt t (time) kein
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Rezidiv erlitten zu haben (Intervallabstand 20 Monate). 15 Patient*innen mussten aus
der Analyse ausgeschlossen werden, da fir das Rezidiv-Ereignis kein bestimmter
Zeitpunkt feststellbar war. Dem Verlauf der Kaplan-Meier-Kurve ist zu entnehmen,
dass sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Frauen und Manner in den ersten zehn
Monaten ahnelt. Danach scheren die Verlaufe auseinander und es ist ersichtlich, dass
die méannlichen Patienten mit fortschreitender Zeit deutlich haufiger als die Frauen ein
Rezidiv erleiden. Nach einem Zeitraum von zehn Jahren betragt die
Wahrscheinlichkeit einer Rezidiv-freien Uberlebenszeit fiir das mannliche Geschlecht
63,5 %, fur das weibliche hingegen noch 87,7 %. Die mittlere -
geschlechtsunabhangige — rezidivfreie Uberlebenszeit betragt 102 Monate (Manner
95 Monate, Frauen 102 Monate).

Ereigniszeit-Analyse bei Vorhandensein einer oder mehrerer
Thrombophilien (Faktor V Leiden 1691 G>A, PT G20210A, PT
Al19911G)

In der folgenden Graphik der Abbildung 3 ist auf der y-Achse erneut die Uberlebens-
Wahrscheinlichkeit (survival probability) aufgetragen. Die x-Achse reprasentiert
wiederum einen Zeitraum tGber 120 Monate. Anhand der graphischen Darstellung kann
die Wahrscheinlichkeit abgelesen werden, als Individuum zu einem bestimmten
Zeitpunkt t (time) unter der Bedingung ,keine“, rgendeine“ oder ,kombinierte
Thrombophilien® kein Rezidiv erlitten zu haben (Unterteilung in sieben Zeitpunkte mit
einem Intervallabstand a 20 Monate). 15 Patient*innen mussten aus der Analyse
ausgeschlossen werden, da fir das Rezidiv-Ereignis kein bestimmter Zeitpunkt
feststellbar war. Gemalf der Kaplan-Meier-Analyse dhneln sich die Kurvenverlaufe der
Uberlebenszeiten fiir die unterschiedlichen Veranlagungen (keine, irgendeine,
kombinierte Thrombophilie) in den ersten zehn Monaten. Nach den ersten 20 Monaten
scheren die Verlaufe zunachst nur leicht auseinander. Es zeichnet sich aber schon
eine Tendenz ab, dass Individuen ohne eine thrombophile Anlagevariante im Vergleich
zu Individuen mit einer kombinierten Thrombophilie eine héhere Wahrscheinlichkeit
haben, rezidivfrei zu Uberleben. Nach 5 Jahren (60 Monaten) klafft die Schere plotzlich
auf und die Wahrscheinlichkeit, kein Rezidiv zu erleiden, nimmt fir die Patient*innen
mit der kombinierten Thrombophilie rapide ab. Die Gruppe mit nur einer Thrombophilie

folgt zunéchst eher dem Verlauf der Gruppe mit mehreren thrombophilen Varianten,
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gleicht sich dann aber nach circa 40 Monaten eher dem Verlauf der Gruppe ohne
Anlagevariante an. Mit fortschreitender Zeit (etwa 80 Monate) nimmt auch ihre
Wahrscheinlichkeit, Rezidiv-frei zu Gberleben — im Vergleich zu den Individuen ohne
Thrombophilie - deutlich starker ab. Nach einem Zeitraum von etwa zehn Jahren
betrug die Wahrscheinlichkeit einer rezidivfreien Uberlebenszeit fir Patient*innen
ohne thrombophile Anlagevariante knapp 90 %, die der Individuen mit einer
Thrombophilie etwas Uber 80 % und von den Patient*innen mit einer kombinierten
ererbten Thromboseneigung hatten tUber 30 % ein VTE-Rezidiv erlitten, d. h. die

Wabhrscheinlichkeit des rezidivfreien Uberlebens lag bei unter 70 %.
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Abbildung. 3: Kaplan-Meier-Verfahren mit Darstellung der Wahrscheinlichkeit des rezidiv-freien
Uberlebens nach einer ersten symptomatischen VTE: 32,7% der Patient*innen mit einer kombinierten
hereditaren Thrombophilie (*IT: Inherited Thrombophilia) erlitten eine zweite VTE. Dagegen nur 15,6 %
der Individuen ohne eine IT (Log-rank-Wert: p < 0,0001). Zusétzlich ist das Rezidiv-freie Uberleben bei
Prasenz nur (irgend-)einer Thrombophilie dargestellt.
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Erstellung eines Risikoprofils (Scoring)

Tabelle 7: Punkte-Vergabesystem im Risikoscore

Punkte-System (Score) Vergebene Punkte
Geschlecht:

weiblich 0

mannlich

Thrombophilie*
keine 0

eine

N

kombiniert (2 2 Thrombophilien)

Adjustiert fur
Blutgruppe
Alter bei Erstereignis VTE

* Faktor V Leiden 1691 G>A, Prothrombin 20210 G>A, Prothrombin 19911 A>G
unter Ausschluss von Antithrombin-, Protein C- oder Protein S-Mangel und APS.

Ermittlung des Risiko-Grenzwertes und Randomisierungsergebnis

Der mit Hilfe der ROC-Analyse ermittelte Risiko-Grenzwert (Cut-off) in der Derivations-

Kohorte betrug > 2. Patient*innen mit einem niedrigen Rezidivrisiko R (LRG) hatten

einen Score = 2. Patient*innen mit einem gesteigerten Thromboembolie-Risiko hatten

einen Punktwert > 2 (HRG). Die Rezidivrate in der Niedrig-Risiko-Gruppe lag nach 10

Jahren bei 10 — 11 %, wahrend das Rezidivrisiko in der Kohorte der Hochrisiko-

Patienten bei 26 — 30 % lag. Die Sensitivitat betrug 51,95 % fur die Derivations- und
43,04 % fur die Validations-Kohorte. Die Spezifitat wurde mit 78,57 % bzw. 78,3 %

berechnet.
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Patient*innen in der Datenbank

2008-12/2019
Alter /

14 - < 60 Jahre

Anteil mannlicher
Patienten
32%

Ausschluss von N

—— - 55

‘/Studienpopulation N = 1020\A

Alter: p=0,63
Geschlecht: p =0,67
Derivations- Kombinierte IT: p = 0,36 Validations-
Kohorte Blutgruppe: p = 0,98 Kohorte
Score: p=0,98

Abbildung 4: Randomisierung der Patient*innen in eine Derivations- und
Validationsgruppe zur Erstellung eines Risikoprofils.

Abbildung 4 zeigt die via Computerprogramm in eine Derivations- und
Validationskohorte randomisierten Patient*innen. Beide Kohorten wiesen
hinsichtlich Alter und Geschlechterverteilung keinen Unterschied auf.
Auch gab es keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Verteilung
thrombophiler Risikofaktoren, der Blutgruppen und des Risiko-Scores. 55
Individuen wurden aufgrund des Nachweises eines Antithrombin-, Protein
C- u. Protein S-Mangel oder APS (Antiphospholipid-Syndrom) aus der
Studie ausgeschlossen.



Ergebnisse der Derivations- und Validations-Kohorten im Vergleich

Einzeldarstellung der Kohorten

Tabelle 8: Vergleich der Punktwerte im Scoring-System zwischen der Derivations- und Validations-

Kohorte
Scoring-System Punktzahl P-Wert (Derivation,
Validation)
Geschlecht 0,63
weiblich 0
mannlich 1
Thrombophilie* 0,36
keine 0
eine 1
kombiniert 2
Adjustierung NA 0,98
Blutgruppe

Alter bei Erstereignis VTE

* Faktor 5 1691 G>A, Prothrombin G20210A, Prothrombin A19911G; unter Ausschluss einer Kombination mit
einem Antithrombin-, Protein C- oder Protein S-Mangels sowie eines Antiphospholipid-Syndroms (APS)

NA: Number does not apply (Nummer gilt nicht)
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In der folgenden Tabelle 9 ist die Verteilung der Rezidiv-Ereignisse - aufgeschlisselt
nach Derivations- und Validierungskohorte - dargestellt. Im Weiteren sind die
Resultate der Cox-Regressionsanalyse und dem Vergleich Low Risk Group (LRG)

versus High Risk Group (HRG) dargestellt.

Tabelle 9: Verteilung der Rezidiv-Ereignisse in der Derivations- und Validierungskohorte und
Ergebnisse der Cox-Regressionsanalyse (Vergleich LRG versus HRG)

Ergebnis Derivations-Kohorte Validations-Kohorte

N =511 N =509

Rezidiv-Rate (%):

LRG (= 2) (%) 11,8 9,8

HRG (> 2) (%) 26,0 30,2

P-Wert = 00,0002 < 0,0001
Spezifitat 78,57 78,3

Sensitivitat 51,95 43,04

NPV 89 88,4

LRG 1 1

HRG

HR* 3,7(1,75-7,91) 4,7 (2,24 —9,81)

*adjustiert fir Blutgruppe und Alter bei Erstereignis

NPV: Negative Predictive Value
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Darstellung des Risiko-Scores in der Gesamtkohorte

survival prodatslily (%)
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Abbildung 5: Rezidiv-freies Uberleben in Bezug auf den jeweils erzielten Risikoscore im Kaplan-Meier-
Verfahren.

Die Abbildung 5 zeigt die Ereigniszeit-Analyse fiir das rezidivfreie Uberleben in Bezug
auf den jeweils erzielten Risiko-Score (Kaplan-Meier-Verfahren). Auf der y-Achse ist
wiederum die Uberlebens-Wahrscheinlichkeit (survival probability) in Prozent
aufgetragen. Die x-Achse reprasentiert einen Zeitraum tber zehn Jahre, unterteilt in
sieben Zeitpunkte mit einem Intervallabstand a 20 Monate. Anhand der graphischen
Darstellung kdnnen die Verlaufe der vier Kategorien des Risiko-Scores (0, 1, 2, 3
Punkte) nachverfolgt werden. Die Wahrscheinlichkeit, zu einem bestimmten Zeitpunkt
t (time) ein VTE-Rezidiv zu erleiden, nimmt fur die beiden Gruppen mit 0 bzw. 1 Risiko-
Punkt nur sehr langsam zu. Die Kategorien mit 2 oder 3 Risikopunkten nehmen
zunachst einen ahnlichen Verlauf wahrend der ersten funf Jahre. Dann reduziert sich
die Wahrscheinlichkeit, kein Rezidiv zu erleiden, fur die Gruppe mit dem hdchsten

Risiko-Score (3 Punkte) deutlich und liegt nach zehn Jahren bei etwa 50 %.
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Tabelle 10: Ergebnisse der Cox-Regression fir die einzelnen Kategorien im Risiko-Score, adjustiert fur
Alter bei Erstereignis einer VTE und Blutgruppe (BG ,0 versus ,,non-0%)

Ergebnis-Score* Hazard Ratio 95 %-Konfidenzintervall
0 1

1 1,32 09-19

2 3,05 1,98 - 4,70

3 5,18 1,92-13,91

Alter bei erster VTE 1,05 1,036 — 1,066
Blutgruppe non-0 0,76 0,45-1,26

* Gesamtkohorte

In der obigen Tabelle 10 wurde die Hazard Ratio HR zusammen mit dem 95 %-
Konfidenzintervall Gber das proportionale Hazard-Modell von Cox fiir die einzelnen
Kategorien im Risiko-Score geschatzt, adjustiert fir das Alter zum Zeitpunkt einer
erstmaligen VTE und fur die Blutgruppe. Aufgefiihrt sind die vier Kategorien 0 bis 3
des Punktwertesystems, die zugehorige Hazard Ratio und das Konfidenzintervall.
Gemald der ROC-Analyse hatten Patient*innen mit einem niedrigen Rezidivrisiko
(LRG) einen Score = 2. Die Hazard Ratio (HR) als vergleichendes Risikoverhaltnis
hatte in der Kategorie O einen Wert von 1, d. h. es gab keinen Unterschied zu den
Kontrollen bezuglich des Rezidivrisikos, wohingegen in den drei Kategorien 1, 2 und 3
die HR Uber 1 lag. Wahrend sie in der Risikogruppe 1 mit 1,32 (95 %-KlI 0,9 — 1,9)
noch nahe der Gruppe 0 liegt, findet sich bei einem Score von 2 bereits ein deutlicher
Anstieg auf das Dreifache (95 %-KI 1,98 — 4,70) und bei einem Punktwert von 3 ist die
Hazard Ratio bereits auf einen Wert von tber 5 (95 %-KI 1,92 — 13,91) angestiegen.
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Diskussion

In der hier beschriebene Fall-Kontroll-Studie mit einer kaukasischen Ethnie konnten
wir zeigen, dass die Anwesenheit der F2-Anlagevariante an Position
rs3136516 in ihren genotypischen Auspragungen GG und GA - verglichen mit dem
AA-Genotyp (Wildtyp) — eine nur mafige Rolle fur die Entstehung vendser
Thromboembolien spielt. Allerdings ist das Vorhandensein dieser Variante mit einer
adjustierten Odds von 1,48 fiur den GG- und 1,45 fir den GA-Genotyp als

unabhangiger Risikofaktor anzusehen.

Dieser berechnete Risikoanstieg steht in Einklang mit Studienergebnissen, die von der
italienischen Hamatologin Ida Martinelli und ihren Mitarbeiter*innen 2006 fur eine
Patientenkohorte prasentiert wurde (OR 1,5). Gleiches gilt fir Daten aus den
Niederlanden, die ein 1,3-fach erhohtes Risiko fur eine VTE nachweisen konnten. Wie
in unserer eigenen, wurden bei letzteren Kohorten Trager*innen des GG-Genotypen
im F2-SNP (rs3136516) mit AA-Trager*innen verglichen (Martinelli et al. 2006,
Chinthammitr et al. 2006).

Die von uns berichtete Beobachtung, dass die GG- und GA-Varianten im SNP 19911
das ventse Thromboembolie-Risiko erhéhen, steht, ebenso wie die Ergebnisse der
italienischen und niederlandischen Kohorten aus dem Jahr 2006, in Konkurrenz zu
Daten, die von Perez-Ceballos sowie von Aradjanski et al. verdffentlicht wurden
(Perez-Ceballos et al. 2002, Aradjanski et al. 2014). Die spanische Gruppe um Perez-
Ceballos hatte den Effekt des A19911G-Polymorphismus in Hinblick auf ein erhdhtes
arterielles und ventses Thromboserisiko in einer kleinen Studie mit jeweils 204
Patient*innen und Kontrollen untersucht. Aufgrund ihrer Ergebnisse kamen die
Kolleg*innen zu der Schlussfolgerung, dass der 19911A/G-Genotyp alleine keine
signifikante Rolle bei der Entstehung von tiefen Beinvenenthrombose (TVT) spiele.
(OR 3-34 versus 5-86). Dieses fuhrte zu der Annahme, dass der Prothrombin 19911-
Polymorphismus das TVT-Risiko unter einer G20210A-Variante modulieren kdnnte.
Eine Zusammenfassung gesammelter Daten friiherer Veroffentlichungen (Perez-
Ceballos et al. 2002, Martinelli et al. 2006, Chinthammitr et al. 2006, Aradjanski et al.
2014), die auch unsere eigenes Patientengut berucksichtigte, ist im Online-

Supplement dargestellt: Mit 6150 VTE-Patient*innen und 6588 Kontroll-Individuen aus
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der Bevolkerung konnte ein moderater Risikoanstieg von 1,3 fur Trager*innen des F2
(rs3136516) GG-Genotyps kalkuliert werden.

In der multivariaten Analyse konnte fir unsere Kohorte kein signifikanter Einfluss auf
das vendse Thromboembolie-Risiko durch eine Kombination aus homozygotem F2-
GG-Genotyp (rs3136516) und der F5-Variante (rs6025) gezeigt werden. Diese
Beobachtung stand im Gegensatz zu den Ergebnissen der beiden bereits erwdhnten
Studien von 2006 (Martinelli et al. 2006, Chinthammitr et al. 2006). Kombinationen des
GG-Genotypen mit den GA- /AA-Genotypen des F2-SNPs an Position rs1799963
wurden nicht gefunden, was friher veroffentliche Daten bestétigt. Nebenbefundlich
bestatigten Daten der multivariaten Analyse (priméres Studienziel) Ergebnisse
anderer Wissenschaftler*innen, dass die Blutgruppe ,non-0“ (id est: A, B, AB) einen
unabhangigen Risikofaktor fur die erstmalige Entstehung einer VTE darstellt (Franchini
et al. 2014).

Des Weiteren wurde der Einfluss von méannlichem Geschlechtsmerkmal, Alter bei
Auftreten einer ersten VTE und Veranlagung fir eine Thrombophilie als sekundares
Studienziel in einem Follow-up untersucht. Wahrend der Nachbeobachtung nach
(erstmaliger) Beendigung der therapeutischen Antikoagulation konnten wir einen
signifikanten Anstieg von ventsen Thromboembolierezidiven bei mannlichen
Patienten im Vergleich zu weiblichen Patientinnen nachweisen. Dieser Risikoanstieg
bei mannlichen Individuen mit einer Inzidenzrate pro 100 Patient*innenjahre von 4,3
verglichen zu 1,9 bei den weiblichen Individuen behielt seine Signifikanz in der
multivariaten adjustierten Analyse als ein unabhéngiger Risikofaktor flir VTE-Rezidive
bei. Die Daten unserer eigenen Studie - in der die venésen Thromboembolien bei
erstmaligem Ereignis und Auftreten eines Rezidivs in der Mehrheit der Félle mit
provozierenden Risikofaktoren assoziiert waren - stehen in Einklang mit einem
hoheren Rezidivrisiko bei Mannern nach einer VTE ohne Provokationsfaktor (Douketis
et al. 2011, McRae et al. 2006, Kearon et al. 2019). Die Metaanalyse von McRae und
Kolleg*innen von 2006 stellte ein erhdhtes Rezidiv-Risiko fir Manner heraus (McRae
et al. 2006). Im Gegensatz dazu stehen die 2011 ver6ffentlichten Ergebnisse, die von
einer Metaanalyse auf Patientenebene stammen und in denen das Risiko eines VTE-
Rezidivs bei M&annern mit einem ersten provozierten GefalRverschluss dem

Rezidivrisiko bei Individuen weiblichen Geschlechts ahnlich war (Douketis et al. 2011).
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In der hier vorliegenden Studie wurde das zuvor erwdhnte erhthte Rezidivrisiko bei
Mannern weder durch das Alter bei erstmaligem Auftreten einer VTE noch durch eine
nachgewiesene gleichzeitig vorhandene hereditdre Thrombophilie beeinflusst. In der
multivariaten  Cox-Regressionsanalyse der Follow-up-Studie verloren das
Vorhandensein des Merkmals Blutgruppe ,non-0“ (und im Gegenzug die protektive
Rolle der Blutgruppe 0) ihre Bedeutung fur das erhdhte Rezidivrisiko. Dieses kdonnte
maoglicherweise bedingt sein durch die kleine Anzahl der Patient*innen, die von einem
vendsen Thromboserezidiv betroffen waren. Jenseits der moglichen Erklarungen fur
das hohere VTE-Rezidivrisiko bei méannlichen Individuen, die in detaillierter Form 2011
von Douketis und Kolleg*innen diskutiert wurden (Douketis et al. 2011), kénnte das
mannliche Geschlecht per se eine Erklarung sein: Endogene Testosteron-Spiegel
liegen bei Mannern eindeutig hoher als bei Frauen. Erhdhte Testeronspiegel gehen
mit einem hypofibrinolytischen Zustand einher, der méglicherweise das Auftreten einer
symptomatischen Thrombose begtinstigt. Letzteres wurde nicht nur fir endogen
erhohte Testosteronspiegel beschrieben, sondern auch fir Patienten, die eine

Testosteronsubstitution erhielten (Normann et al. 2009, Freedman et al. 2015).

Da in jungster Zeit eine gro3 angelegte internationale Studie mit Kindern und
Adoleszenten, die einen thromboembolischen vaskuléaren Schlaganfall erlitten hatten,
publiziert wurde (DeVeber et al. 2019), sei an dieser Stelle noch einmal
hervorgehoben, dass in der Erwachsenen-Kohorte mit stattgehabter VTE die
Anwesenheit von mehr als einer hereditaren Thrombophilie ebenfalls ein wichtiger
Risikofaktor fur ein Rezidiv ist. Trager*innen der F5-Mutation (bzw. -Anlagevariante)
zeigten ein weiteren Risikoanstieg mit einer OR von 3,34, wenn sie zusatzlich die F2-
GG /GA-Variante (rs3136516) trugen, verglichen mit einer OR von 1,86 bei
Trager*innen einer alleinigen F5 Leiden-Variante.

Diese Studie weist einige potentielle Limitationen auf: Abgesehen von einem i)
Selektions-Bias, z. B. durch das Alter bei Eintreten einer vendsen Thromboembolie,
dem Ausschluss von Individuen mit einer ZVK- oder tumorassoziierten VTE sowie der
Ausschluss von Patient*innen mit einem persistierenden Antiphospholipid-Syndrom

oder einem angeborenen schweren Mangel an Protein C oder S, wird die Aussagekraft
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dieser vorliegenden Studie eingeschrankt durch den Einschluss einer ii) jungen
Population rein hellhautiger Ethnizitat. Somit konnen die hier prasentierten Ergebnisse
nicht 1: 1 auf Patient*innen anderer Altersklassen Gbertragen werden. Ebenso kdnnen
die Ergebnisse nicht auf VTE -Patient*innen mit einer der Grunderkrankungen, die in
unserer Untersuchung ausgeschlossen wurden (z. B. eine maligne Erkrankung)
Ubertragen werden. Auch ist es nicht mdglich, die Schlussfolgerungen dieser Studie

auf andere ethnische Populationen nichtkaukasischer Herkunft zu transferieren.

iii) Die fur diese Studie kontinuierlich seit 2008 untersuchten und gesicherten
Patient*innen wurden in einer kritischen Zeitspanne zugewiesen, in der es zu einem
maf3geblichen Fortschritt innerhalb der bildgebenden Techniken und der klinischen
Praxis kam (Kearon et al. 2019, Monagle et al. 2012). Insbesondere die Einfiihrung
und Implementierung neuer therapeutischer Ansatze, wie beispielsweise der Beginn
der DOAK-Area, konnte moglicherweise die Zuweisungs- und Therapiepraktiken

beeinflusst haben.

iv) Obwohl wir eine grof3e Anzahl Patient*innen mit einem milden Risikofaktor durch
eine der haufigen hereditdren Thrombophilien beobachten konnten, kdnnte diese
Studie immer noch zu klein angelegt sein, um eine statistische Signifikanz
nachzuweisen: Auch wenn unsere Ergebnisse im Rahmen der Fall-Kontroll-Studie im
Einklang stehen mit friiher verdffentlichten populationsbasierten Studien (Martinelli et
al. 2006, Chinthammitr et al. 2006), bedarf es in der Zukunft doch einer Rekrutierung

von weit mehr Patient*innen, um einen statistischen Irrtum auszuschliel3en.

iv) Schlie8lich — mit Blick auf die gewonnenen Daten, die wir aus dem Follow-up
gewonnen haben — konnte es sein, dass Rezidiv-Thrombosen bei untersuchten
Patient*innen tibersehen wurden. Nun scheint das Ubersehen einer symptomatischen
- im Gegensatz zu einem asymptomatischen VTE - eher unwahrscheinlich, wenn auch
nicht ganzlich ausgeschlossen. Die von uns detektierten Thromboserezidiv-Raten
bewegen sich in einem Rahmen, wie er auch von anderen wissenschaftlichen Arbeiten
berichtet wird (Vossen et al. 2005, Heit 2012). Subjektiv bestand eher der Eindruck,
dass diejenigen Thrombosen, die im ambulanten Bereich Ubersehen wurden, durch
die Fokussierung auf die Materie in der Gerinnungsambulanz noch herausgefiltert

werden konnten.
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Es gibt weitere Diskussionspunkte, die u.a. durch die Stellungnahmen in der AWMF
S3-Leitlinie zur Prophylaxe der venésen Thromboembolie (2015) aufgeworfen werden.
Sei es hinsichtlich der Frage, inwieweit Nikotinkonsum als relevantes Risiko fur die
vendse Thromboseentstehung gewertet werden kann. Oder dass die Leitlinie den
Einfluss des Geschlechts nicht als Variable fur eine Risikoerhéhung betrachtet (vgl.
AWMF 2015). Auch bewertet die Leitlinie die Immobilitat als mittleres Risiko fir eine
VTE, wahrend in unserer Datensammlung diese mit einem Vorkommen bei nahezu
jeder zweiten Thrombose (49,8%) den haufigsten provozierenden Faktor fur die VTE
darstellt. Gefolgt von der Einnahme der Pille bzw. von Hormonen mit 44% und dem

Nikotinkonsum mit etwa einem Dirittel (29,6%).

Im Standardwerk ,Hamostaseologie“ der Herausgeber Pétzsch und Madlener weisen
Kyrle und Eichinger in ihrer Einleitung zur Pathogenese und den Risikofaktoren der
vendsen Thrombose (Kapitel 31, 2. Auflage 2010) noch einmal darauf hin, dass die
Entstehung der vendsen Thromboembolie multikausaler Natur sei und die Interaktion
zu einem additiven oder auch multiplikativen Anstieg des Thromboserisikos fiihre.
Dabei sei der bedeutendste erworbene Risikofaktor das hohere Lebensalter. Auch
stellen sie noch einmal- unter Bezugnahme auf die Studie von Kyrle (Kyrle et al. 2004)

-das deutlich erhohte Rezidivrisiko bei Mannern hin.
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Ein weiterer interessanterer Aspekt ist, dass die Leitlinie einer tiefen
Beinvenenthrombose oder Lungenarterienembolie per se ein hohes Risikopotential fir
ein folgendes (Rezidiv-) Ereignis beimisst (S3-Leitlinie Prophylaxe der vendsen
Thromboembolie, AWMF 2015, Tab. VII). An der Fulle der Einflussfaktoren, wie sie
auch in der Leitlinie in den Tabellen aufgefiihrt werden - so z. B. die Unterscheidung
in dispositionelle und expositionelle Risiken, Art und Grol3e der Operation oder die
Lokalisation der Thrombose — lasst sich bereits die Komplexitat der VTE-Entstehung
erkennen. Aktuell wird die Leitlinie von 2015 lberarbeitet und man darf gespannt sein

auf eventuelle Neuerungen.

Trotz alledem hat unser Team im Rahmen unserer Follow up-Studie den Versuch
unternommen, ein einfaches Punktwertesystem zu erstellen, welches in der klinischen
Praxis eine Hilfestellung bei der Therapieentscheidung fir oder gegen eine
Rezidivprophylaxe mit einem Antikoagulans geben kdnnte. So, wie bei der Risiko—
Nutzen-Abwagung im Rahmen des Vorhoffimmerns Uber den HAS-BLED- und
CHA2DS2-VASc-Score mit einer Uberschaubaren Anzahl von Parametern das
Schlaganfallrisiko gegen das Blutungsrisiko abgewogen werden kann, haben wir mit
den markanten Merkmalen Geschlecht (mannlich /weiblich) und hereditare
Thrombophilie (nein /ja /lkombiniert) einen einfachen Score erstellt, der helfen kdnnte,
Patient*innen keinem unndtigen Blutungsrisiko auszusetzen. Der mit Hilfe der ROC-
Analyse ermittelte Risiko-Grenzwert (Cut-off) identifizierte Patient*innen mit einem
niedrigen Rezidivrisiko R (LRG) und einem Score = 2. Patient*innen mit einem
gesteigerten Thromboembolie-Risiko hatten einen Punktwert > 2 (HRG). Bei einer
Spezifitat von circa 78 % ware der, von uns erarbeitete einfache Score somit ein
Baustein bei der individuellen Risiko-Nutzen-Abwégung. Patient*innen der Niedrig-
Risiko-Gruppe konnte so ggf. das Blutungsrisiko durch eine Antikoagulation erspart
bleiben. Dieses ware z. B. von Bedeutung bei Menschen, die einer erhéhten
Verletzungsgefahr (z. B. berufsbedingt, durch Unfall oder Gleichgewichtsstérungen mit

Sturzgefahr) ausgesetzt sind.

Zuletzt hatten 2019 Khan und Mitarbeiter*innen vom Ottawa Blood Disease Center in
Kanada in Zusammenarbeit mit einem internationalen Team eine systematische
Ubersicht und Metaanalyse zur Vorhersage eines Thromboembolierezidivs nach

Absetzen der Antikoagulation entwickelt (Khan et al. 2019). Dabei hatten sie sich nach
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eigenen Angaben auf Patient*innen mit nicht primar onkologischen Erkrankungen und
unprovozierte Thrombosen beschrankt. Insgesamt wurden laut ihrer Aussage 18
Studien (14 randomisierte  kontrollierte  Studien und 4  prospektive
Beobachtungsstudien) mit insgesamt 7515 Patientsinnen mit einer ersten
unprovozierten VTE in die Metaanalyse aufgenommen. Bei ndherer Betrachtung der
Angaben zur Studienselektion bis Méarz 2019 fallt allerdings auf, dass die
Wissenschaftlerinnen ,,...enrolled patients with a first episode of objectively confirmed
symtomatic VTE that was either unprovoked or associated with minor transient risc
factors...“ (Khan et al. 2019). Im Weiteren geben sie an, dass 15 (das entspricht 6462
Patient*innen) der 18 Studien den Kriterien der ISTH fir eine unprovozierte VTE oder
VTE mit einem geringeren voriibergehenden Risiko gerecht wurden. Sie verweisen
dabei auf die Definition der International Society on Thrombosis and Haemostasis
(ISTH)-Leitlinie und fuhren deren Kriterien noch einmal in ihrer Tabelle 1 auf. Aus
dieser geht hervor, dass eine VTE die Definition unprovoziert erfullt, wenn ,persistent®,
,major transient” und ,minor transient® Risikofaktoren nicht vorhanden sind. Unter der
von Khan et al. in die Metaanalyse eingeschlossenen Rubrik der geringeren
vorubergehenden (,minor transient®) Risikofaktoren werden dann folgende Situationen
aufgefuhrt: Operationen unter einer Allgemeinanasthesie von weniger als 30 Minuten,
stationare Krankenhausaufenthalte von weniger als drei Tagen bei akuter Erkrankung,
eine Ostrogentherapie, Schwangerschaft oder Wochenbett, Bettlagerigkeit auRerhalb
des Krankenhauses von mindestens drei Tagen unter einer akuten Erkrankung und
eine Verletzung der unteren Extremitat, die mit einer reduzierten Mobilitat far
mindestens drei Tage einhergeht. Konsequenterweise muss man also schlussfolgern,
dass es sich bei den betrachteten Studien von Khan und Kolleg*innen um einen Mix

aus provozierten und unprovozierten vendsen Thromboembolien handelt.

Nichtsdestoweniger sind die Ergebnisse der Metaanalyse von Kahn et al. interessant.
Es der Versuch unternommen, dass vendse Thromboserezidivrisiko nach Absetzen
der Antikoagulation einzuschéatzen. Dabei wurde die Rate an Rezidiven und die
kumulative Inzidenz Uber einen Zeitraum bis zu 10 Jahren betrachtet. Unter der
Voraussetzung, dass die Antikoagulation vor Absetzen fiir mindestens drei Monate
durchgefiihrt worden war, fanden die Kolleg*innen heraus, dass das Langzeitrisiko,
ein venodses Thromboserisiko zu erleiden, beachtlich war. Ihren Angaben zufolge

betrug das Rezidivrisiko im ersten Jahr nach Beendigung der Antikoagulation 10,3 %,
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mit einer kumulativen Inzidenz von 16 % nach 2 Jahren, 25 % nach 5 Jahren und 36
% nach 10 Jahren. Sie kamen zu der Schlussfolgerung, dass durch ihre Ergebnisse
mehr Sicherheit fir das Vorgehen bei der Risiko-Nutzenabwagung von Blutungs- und
Thromboemboliegefahr entstehen kdnnte und dass sich bei einer Letalitatsrate von
rund 4 % und einem Rezidivrisiko von 36 % fir ein VTE-Rezidiv innerhalb von 10
Jahren nach Beendigung einer Antikoagulation fir die Patient*innen mit fortgesetzter
VTE-Therapie ein kleiner Uberlebensvorteil herauskristallisiere. Das Team um Khan
betonte, dass es bei der Entscheidungsfindung wichtig sei, das Geschlecht der von
der Thromboembolie Betroffenen zu bertcksichtigen. Vor allem die mannlichen
Patienten konnten von einer fortgesetzten Therapie profitieren, da sie einem héheren
Rezidivrisiko im Vergleich zu den weiblichen Patientinnen ausgesetzt seien
(kumulatives Risiko Uber 10 Jahre nach Absetzen der Therapie: 41 % bei M&annern

versus 29 % bei Frauen).

Eine weitere Arbeit, die sich mit der Risikostratifizierung von unprovozierten vendsen
Thromboembolien beschéttigt, ist die 2014 vero6ffentlichte franzdsische Studie um das
Team von Cohen (Cohen et al. 2014: 138-46). Dabei hatten die Mitarbeiter*innen ein
Vorhersagemodell mit einem 5-Variablen-Score zur Einschatzung des vendsen
Thromboserisikos bei Familien mit einer bekannten hereditdren Thrombophilie auf der
Basis der MARFAST-Kohorte entwickelt. Aus initial 16 klinischen und physiologischen
Risikofaktoren extrahierten sie einen Score mit 5 Variablen. Diese waren der
Familiengeschichte-Punktwert, das Alter, der von Willebrand-Faktor-Plasmaspiegel,
die Schwere der Thrombophilie und FGG (rs2066865, erhdhte Fibrinogenspiegel im

Plasma).

Die Mitarbeitersinnen von der franzdsischen Universitat Marseilles haben ihre
Untersuchungen fortgesetzt. 2018 konnten Suchon et al. Ergebnisse prasentieren, die
sich mit dem Einfluss von haufigen Risikofaktoren auf das VTE-Risiko bei Familien mit
hereditarer Thrombophilie und mindestens einem Indexpatienten in der Familie
beschaftigten. Ausgangspunkt ihrer Arbeit war die Feststellung, dass sich trotz
gleicher hereditarer Gerinnungsstérung innerhalb einer Familie die klinische VTE-
Auspragung doch sehr heterogen zeigte. Es wurde versucht, naher abzugrenzen,
inwieweit diese Heterogenitat des VTE-Risikos durch alltagliche Umgebungseinflisse

und genetische Risikofaktoren beeinflusst wird. Hierfir rekrutierten die
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Wissenschaftlersinnen von 1986 bis 2013 insgesamt 2214 Familienmitglieder aus 651
Familien mit einer bekannten vererbten Thrombophilie (Antithrombin-, Protein C- und
S-Mangel). Entsprechend der Schwere der Erkrankung unterteilten sie in die drei
Gruppen: kein familiarer Defekt, milde Thrombophilie und schwere Thrombophilie.
Zusatzlich betrachteten sie allgemeine genetische Faktoren wie das ABO-
Blutgruppensystem und 11 Polymorphismen, die in der Allgemeinbevolkerung in
Zusammenhang mit der Entstehung einer VTE stehen. Weiterhin wurden Body Mass
Index und Nikotinkonsum als Parameter hinzugezogen. Suchon und Mitarbeiter*innen
identifizierten funf allgemeine Risikofaktoren, die mit einer VTE in ihrer Kohorte
assoziiert waren: Adipositas, Nikotinkonsum, das ABO-Blutgruppensystem sowie die
Polymorphismen F11 rs2036914 und FGG rs2066865. Diese Parameter wurden in ein
einen Score mit drei Risikoklassen implementiert. Dieser zeigte eine hohe Effizienz bei
der Identifizierung des VTE-Risikos bei Vorhandensein einer milden Thrombophilie.
Interessanterweise hatten die Individuen mit einem niedrigen Wert im
Punktwertesystem das gleiche Risiko wie Individuen ohne einen familidren Defekt.
Hingegen hatten die Familienmitglieder mit einem hohen Score das gleiche Risiko wie
Individuen mit einer schweren Thrombophilie. Es wurde ein Gesamt-Score aus oben
aufgefihrten finf Parametern und dem Thrombophilie-Status entwickelt. Die VTE-
Inzidenz lag bei 1,74, 3,64 und 6,40 pro 1000 Personenjahre entsprechen den Kriterien
keine“, ,milde“ beziehungsweise ,schwere Thrombophilie*. Uber die ROC-Kurve
konnte bei einem Wert von 0,702 VTE- und Nicht-VTE-Risiko-Familienangehdrige

diskriminiert werden (Suchon et al. 2018).

Zusammenfassung

Somit l&sst sich in der Zusammenfassung der hier vorliegenden Arbeit Folgendes
formulieren: Im Rahmen einer Fall-Kontrollstudie untersuchten wir kaukasische
Individuen ab dem Jugendlichen- bzw. jungen Erwachsenenalter bis zum 60.
Lebensjahr mit einer erstmalig in Erscheinung getretenen vendsen Thromboembolie.

Diese Patient*innen und ihre Kontrollen wurden eingebunden in die international
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angelegten GWAS- und TWAS-Studien (Genomic an transcriptomic association
studies), die sich mit dem Zusammenhang zwischen Erbgutanlagen und VTE-Neigung
beschaftigen und zuletzt 16 neue genetische Suszeptibilitdts-Loci fir vendse
Thromboembolien identifizieren konnten (Lindstréom et al. 2019).

Im Ergebnis trugen die F2 (rs3136516) -GG- /GA-Genotypen als unabhéngiger milder
hereditarer Thrombophilie-Risikofaktor zum erstmaligen Auftreten einer VTE bei.
Daten der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie konnten Evidenz geben, dass flr
Patient*innen mit Vorhandensein eines Provokationsfaktors bei erstmaligem Auftreten
einer VTE die Faktoren i) mannliches Geschlecht, ii) kombinierte hereditare
Thrombophilien — inklusive der F2-Variante an Position rs3136516 — und iii) alteres
Lebensalter bei erstmaligem Ereignis einer VTE eine wichtige Risiko-Konstellation fir
das erneute Auftreten einer VTE darstellen. Dieses sollte bei der
Entscheidungsfindung  mit  Hinblick auf eine  Antikoagulanzientherapie
Berucksichtigung finden. Ob iv) die Blutgruppe ,Non-0“ in ein Vorhersage-Scoring-
System integriert werden sollte, ist Teil einer laufenden prospektiven Studie.

Auf Basis der sich anschlieRenden Follow-up-Studien und unter Einbeziehung weniger
entscheidender Variablen, die ein VTE-Rezidiv begunstigen, entwickelten wir einen,
im Kklinischen Alltag einfach zu handhabenden Score. Dieser konnte als Hilfsmittel bei
der Entscheidung fir oder gegen die Fortsetzung einer Antikoagulanzien-Therapie
dienen und Patient*innen mit niedrigem Risiko fur ein ventéses Thromboembolie-

Rezidiv vor einem therapeutisch bedingten Blutungsrisiko bewahren.
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Abstract

The role of the A>G polymorphism at position 19911 in the prothrombin gene (factor [F] 2 at rs3136516)
as a risk factor for venous thromboembolism [VTE] is still unclear. To evaluate the presence of the F2
polymorphism in VTE patients compared to healthy blood donors and to adjust the results for common
inherited thrombophilias [IT], age at onset and blood group [BG], and to calculate the risk of VTE
recurrence. We investigated 1012 Caucasian patients with a diagnosis of VTE for the presence of the
F2 rs3136516 polymorphism and compared these with 902 healthy blood donors. Odds ratios [OR]
together with their 95% confidence intervals were calculated adjusted for F5 at rs6025, F2 at rs1799963,
blood group, age and gender. In addition, we evaluated the risk of recurrent VTE during patient follow-
up calculating hazard ratios [HR] together with their 95% CI. Compared with the AA wildtype, the F2 GG
and AG genotypes (rs3136516) were associated with VTE (OR 1.48 and 1.45). The OR in F5 carriers
compared to controls was 5.68 and 2.38 in patients with F2 (rs1799963). BG “non-O” was significantly
more often diagnosed in patients compared to BG “O” (OR 2.74). VTE recurrence more often occurred
in males (HR 2.3) and in carriers with combined thrombophilia (HR 2.11). Noteworthy, the rs3136516
polymorphism alone was not associated significantly with recurrence. In Caucasian patients with VTE
the F2 GG/GA genotypes (rs3136516) were moderate risk factors for VTE. Recurrence was associated

with male gender and combined thrombophilia.
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Abstract

Background: The role of the A>G polymorphism at position 19911 in the prothrombin
gene (factor [F] 2 at rs3136516) as a risk factor for venous thromboembolism [VTE] is
still unclear. Objectives: To evaluate the presence of the F2 polymorphism in VTE
patients compared to healthy blood donors and to adjust the results for common
inherited thrombophilias [IT], age at onset and blood group [BG], and to calculate the
risk of VTE recurrence.

Patients/Methods: We investigated 1012 Caucasian patients with a diagnosis of VTE
for the presence of the F2 rs3136516 polymorphism and compared these with 902
healthy blood donors. Odds ratios [OR] together with their 95% confidence intervals
were calculated adjusted for F5 at rs6025, F2 at rs1799963, blood group, age and
gender. In addition, we evaluated the risk of recurrent VTE during patient follow-up
calculating hazard ratios [HR] together with their 95%-Cls.

Results: Compared with the AA wildtype, the F2 GG and AG genotypes (rs3136516)
were associated with VTE (OR 1.48 and 1.45). The OR in F5 carriers compared to
controls was 5.68 and 2.38 in patients with F2 (rs1799963). BG “non-O” was
significantly more often diagnosed in patients compared to BG “O” (OR 2.74). VTE
recurrence more often occurred in males (HR 2.3) and in carriers with combined
thrombophilia (HR 2.11). Noteworthy, the rs3136516 polymorphism alone was not
associated significantly with recurrence.

Conclusion: In Caucasian patients with VTE the F2 GG/GA genotypes (rs3136516)
were moderate risk factors for VTE. Recurrence was associated with male gender and

combined thrombophilia.
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Introduction

Acquired risk factors such as surgery, immobilization, pregnancy, smoking, oral
contraceptives and obesity, as well as inherited risk factors simultaneously contribute
to the onset of venous thromboembolism [VTE].[1-3] Rare inherited risk factors such
as antithrombin-, protein C - protein S deficiency are considered as high risk factors
for VTE, whereas the factor [F] 5 [rs6025] and F2 [rs1799963] mutations are
considered as more commonly diagnosed but being rather mild risk factors.[1-5] The
A>G polymorphism at position 19911 of the prothrombin gene, e.g. F2 at rs3136516,
located in intron 13 of the prothrombin gene is associated with increased plasma
prothrombin levels, but its role as a risk factor for VTE is still unclear.[6—11] There is a
small number of case control studies investigating the role of the F2 at rs3136516
polymorphism and its association with VTE. Of these, two reports showed a moderate
risk for VTE [8, 9], whereas another study showed no statistically significance.[10]
Therefore, the objectives of this study were to i) evaluate the presence of the
prothrombin 19911 A>G polymorphism in adolescent and younger adult Caucasian
VTE in- and outpatients compared to healthy blood donors and to adjust the results
obtained for common inherited thrombophilias [IT], age at onset and blood group [BG].
The second objective of this study was to ii) calculate in the patient cohort the risk of
VTE recurrence independently of gender, common mild ITs including the F2 at

rs3136516 polymorphism, age at first VTE onset and blood group.

Material and Methods
Study population: Consecutive patients with a first symptomatic VTE were recruited
between December 2008 and 2018 whether or not prothrombotic risk factors were

present. Screening of thrombophilia was performed in 1012 adolescent and adult



patients [14 to < 60 years] and 902 healthy blood donors [18 to < 61 years] from the

same catchment area.

Inclusion and exclusion criteria: corresponding to the following criteria patients were
included into the study: i) age from puberty status > Tanner 2 [12] to 60 years at first
VTE onset, ii) objectively confirmed thrombosis and re-thrombosis with established
imaging procedures such as Duplex- or Doppler- ultrasonography, computed
tomography or magnetic resonance tomography for venous thrombosis and spiral
computed pulmonary angiography or lung perfusion scintigraphy for pulmonary
embolism. Patients were excluded from the study when they suffer from i) central line-
associated VTE, VTE linked to malignancy, antiphospholipid syndrome, inherited
antithrombin-, protein C- or protein S-deficiency or ii) when they were lost to follow-up

or did not abide by the follow-up visits.

Study aims: The primary study objective was to determine the individual VTE risk of
the F2 mutation at rs3136516 in Caucasian VTE patients [n=1012] compared to
healthy blood donors [n=902] adjusted for i) common ITs, e.g. F5 at rs6025 and F2 at
rs1799963, age at onset and blood group.[1-3, 13, 14] The secondary study objective
was to investigate the time to VTE recurrence after withdrawal of antithrombotic

therapy, adjust for the above listed potential confounders.

Clinical procedures: Following a first VTE onset (in- and outpatients) and during regular
follow-up visits (3-6 months [adolescents], 9-12 months, 2 years [adults]) we evaluated
and re-evaluated patient’s disease history and possible risk factors causing VTE, such
as the use of oral contraceptives, pregnancy, obesity, immobilization, surgery and

smoking. Clinical data collection also included laboratory test results, antithrombotic
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therapy, including adherence to anticoagulation and duration and family history of VTE.
Adolescent and adult patients were treated independently from the underlying IT risk
factors according to the latest antithrombotic VTE therapy guidelines. (online

supplement).[15-17]

Details on blood sample collection are depicted in detail in the online supplement.

Laboratory analyses: With written or oral parental consent mutations in F2 at
rs3136516, F5 at rs6025 and F2 at rs1799963 as well as circulating levels of
antithrombin, coagulation inhibitors, d-dimer concentration as well as lupus
anticoagulants and antiphospholipid antibodies were investigated with standard
laboratory techniques at VTE onset and were repeated during routine follow up
visits.[12, 14] Especially, the analyses of protein C and protein S were performed at
least three months after the index event and/or withdrawal of vitamin-K-antagonists
and deficiency states of antithrombin, protein C or protein S were confirmed if values
repeatedly persisted below the age-related reference ranges.[14] Criteria for the
hereditary nature of a hemostatic defect were its presence in at least one further first
or second-degree family member and/or the identification of a causative gene

mutation.

Single nucleotide  polymorphism [SNP] Genotyping for F2 A19911G
(LRG_55111:c.1726-59G>A, rs3136516) was performed by TagMan PCR. The assay
includes two allele specific TagMan probes containing distinct fluorescent dyes and
highly specific PCR primers to detect the target (Assay ID: C__ 11661574 10,
ThermoFisher Scientific, RRID:SCR_018060). ABI 7900HT Fast Real-Time PCR

System was used for analysis. Of note, the specific snip applied (rs3136516) does not
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show a significant deviation from Hardy Weinberg equilibrium in the healthy cohort of

blood donors (p= 0.55).

Statistics: Statistical analyses were performed using the MedCalc® software bvba
(version 16.4.3, Ostend, Belgium, RRID:SCR_015044) and StatView 5 software
packages (SAS Institute Inc., RRID:SCR_017411). Continuous variables were
expressed as mean (+ standard deviation) or median [minimum-maximum] values and
categorical data were expressed as counts and percentages. The Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-test investigated differences in continuous non-normal distributed variables
between two independent groups. The Chi-Square-test was used to analyze
differences in binary and categorical data between for the primary study aim Odds
ratios [OR] and their corresponding 95% confidence intervals [CI] were calculated
using an univariable logistic regression model comparing patients with healthy controls
(blood donors). The homozygous GG genotype and the heterozygous AG were
compared with the AA wildtype (F2 atrs3136516). In order to evaluate an independent
contribution to the risk of VTE and to adjust for further potential confounders (common
IT, age at onset, blood group) [1-3, 13, 14] these variables were entered into a
backward multivariable logistic regression model. In addition, to test for possible
statistical interactions between F5 rs6025 and F2 rs313616 genotypes a multiplicative
scale was incorporated in the model. Per “a priori“ definition this backward model
included variables with a p value of < 0.2 and, vice versa, removed variables from the
model if p was > 0.21. For the secondary study objective, i.e. the time to recurrence,
we calculated the probability of VTE-free survival as a function of time utilizing the
method of Kaplan and Meier (univariable analysis). The log rank test was used to test
for differences in recurrence-free survival between groups. On the basis of previous

reports (data presented in the online suppl. Tables 1 and 2) minimum sample size
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calculation for the comparison of two proportions was performed assuming a type |
error of 0.05 and a type Il error of 0.20 (sampling comparison of proportions).[18]
Patients were withdrawn from the survival analysis (censored cases) either at death
unrelated to VTE recurrence or at loss to follow-up using data of the last clinical follow-
up visit. In order to evaluate an independent contribution to the risk of recurrent VTE
(dichotomous variables: recurrence “yes” versus “no recurrence”) and to adjust for
further potential confounders (gender, common IT, age at first VTE onset, blood group)
the hazard ratio (HR) together with 95% confidence intervals (Cl) were estimated from
Cox’s proportional hazards model. To further test the relationship between
independent and dependent variables, the likelihood ratio test was performed. To test
the proportional hazard assumption, one of the prerequisites for applying the Log-rank
test or the Cox regression model fit, we used the cox.zph procedure in the package
‘survival’ (v3.1.8; Therneau TM, 2019) in R 3.4.3.[19] A p-value > 0.05 indicates no
violation of the proportional hazard assumption. The recurrence rates were calculated

as the number of recurrent events per 100 person-years.

Ethics: The underlying multicenter cohort study was approved by the medical ethics

committee of the University of Miinster & Kiel [B304/16], Germany and written informed

consent was provided in all cases prior to study participation.
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Results

Demographic data of patients (n=1010) and healthy controls (n=902) are depicted in
table 1. Thrombotic locations and provoking risk factors are given in table 2 and in the

online supplement.

Primary study aim (univariable analysis: Table 3): Compared with the AA wildtype the
GG genotype (rs3136516) increases the risk of VTE with an OR of 1.39 (ClI: 1.04-1.73)
and 1.21 (Cl: 0.97-1.51) in carriers of the AG variant. In addition, in the cohort
investigated the OR of F5 carriers compared to healthy blood donors was 6.35 (CI
459-8.77) and 2.44 (1.47-4.05) in patients with F2 (rs1799963). Combinations
between the homozygous F2 GG genotype at rs3136516 and F5 at rs6025 did not
significantly influence the thrombotic risk when comparing patient with controls (OR
0.56; C1 0.29-1.09) and combinations between the factor 2 rs1799963 GA/AA variants
and the homozygous GG (rs3136516) genotype were neither detected in cases nor in
healthy controls, respectively. BG “non-O” was significantly more often found in
patients with VTE compared to BG “O” (OR 3.77, Cl 3.04-4.69). Furthermore,
increasing age per year at first VTE onset enhances the VTE risk significantly by an

OR of 1.01 (CI 1.02-1.04).

Multivariable analysis (Table 3): Backward logistic regression showed that compared
with the AA wildtype the GG genotype (rs3136516) was independently associated with
a diagnosis of VTE with an OR of 1.48 (95%-Cl: 1.06-2.06) and with the OR of 1.45
(95%-CI: 1.1-1.92) in carriers in which the AG variant was genotyped. In addition, the
OR of F5 in patients compared to healthy blood donors was 5.68 (95%-ClI: 3.94-8.20)

and 2.38 (95%-Cl: 1.35-4.20) in patients with F2 (rs1799963). BG “non-O” was
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significantly more often found in patients with VTE compared to BG “O” (OR 2.74; 95%-
Cl: 2.11-3.55). Again, as depicted in univariable analysis increasing age per year at
first onset retained its significance also in multivariate analysis (OR 1.03; 95%-CI: 1.02-
1.04). Due to the “a priori” defined statistical cut-off p-values combinations between F5
rs6025 and F2 rs3135616 (multiplicative scale) were removed from the multivariable

model and were not included in the final analysis.

Secondary study aim: Within a mean time of 51.2 months (standard deviation: 43.5),
recurrent VTE events (provoked 77%; locations depicted in table 1) occurred in 178
out of 1012 patients (17.5%) following the first VTE onset (figure 1): 26.5% in men and
13.1% in women (p< 0.001). Gender associated incidence rates per 100 patient years
(table 4) were 4.3 (95%-CIl: 3.4-5.3) in men and 1.9 (95%-Cl: 1.6-2.4) in women
(p<0.0001). Further details of thrombotic locations and AC prior VTE recurrence are

described in the online supplement material.

Whereas no significant associations were found between the risk of recurrent VTE and
individuals classified as carriers of i) the F2 mutation at rs3136516 “GG” subjects (OR
1.41; 95%-Cl 0.9-2.16) or in patients carrying ii) the F2 rs179963 “GA” genotype (OR
1.81; 95%-CI 0.87-3.76), results of the logistic regression model demonstrates that iii)
heterozygous F5 carriers had an increased OR of 1.86 (95%-Cl 1.22-2.83) to suffer
from recurrent VTE with a further increase in patients additionally carrying the F2
GG/GA variant (rs3136516): OR 3.34 (95%-Cl: 1.62-6.89). Patients with at least any
IT compared to patients with no IT showed an increased odds ratio of 1.7 (95%-ClI:
1.2-2.3) for a recurrence of VTE, while in patients with combined ITs the OR increased
to 2.4 (95%-CI: 1.7-3.4). Of note, there was no significant association between the

presence or absence of provoking risk factors and inherited thrombophilia (p=0.93).
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The recurrence-free survival is depicted in Figure 2: 32.7% of patients carrying
combined ITs compared to 15.6% without IT developed a second thromboembolic
event within 36 months (min-max: 1-120; log rank test: p< 0.0001). Multivariable
analysis including time to recurrence demonstrates that male gender (Hazard Ratio
[HR] 2.3; 95%-CI: 1.7-3.0) and combined ITs (HR 2.11; 95%-ClI: 1.5-3.0) showed a
significant impact on the risk of VTE recurrence. Noteworthy, in this specific data set,
gender, F5, F2 rs3136516, F2 rs179963 and blood group did not violate the
proportional hazard assumption. Remarkably, age, both as continuous term or grouped
into three equal sized groups did violate the proportional hazard assumption and was
thus not included in the multivariable analysis. Due to the “a priori” defined statistical
cut-off p-values the comparison between BG O and non-O was removed from the
multivariate model. Incidence rates of recurrence per 100 patient years are depicted in

detail in table 4.

Discussion

In the present longitudinal study in German patients with VTE we have shown that the
presence of the F2 mutation at rs3136516 either in its GG or its GA genotype compared
to the AA variant plays a moderate but independent role at first VTE onset with an
adjusted odds ratio of 1.48 (GG genotype) and 1.45 (GA genotype), respectively.
These findings were in agreement to study results described earlier in 2006 in an ltalian
cohort of patients (OR: 1.5) and in line with data derived from the Netherlands with a
1.3-fold increased OR to suffer from VTE. As in our study, in the latter two cohorts the
F2 rs3136516 GG genotypes were compared to AA carriers. [8, 9] The observation of

a moderately enhanced association with VTE reported by us and by both cohorts
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published in 2006, however, is in contrast to findings reported by Perez-Ceballos et al.
in 2002 and by Aradjanski et al. in 2014. [7, 10] A summary of pooled data of previous
reports [7—10] including our patients is depicted in the online supplement. Pooling
results of overall four studies with 6150 patients with VTE and 6588 population-based
controls, a modest increased association with VTE in carriers of the F2 (rs3136516)
GG genotype of 1.3 (95%-Cl:1.2-1.4; p< 0.0001; heterogeneity [I°] 0.0%) was
calculated. Interestingly, when investigating the role of this F2 intron polymorphism in
a genome-wide association study the risk association with VTE was also modestly

increased with an OR of 1.08 (1.06-1.11).[20]

In our cohort, combinations between the homozygous F2 GG genotype at rs3136516
and F5 at rs6025 additionally incorporated in the statistical model in a multiplicative
scale did not significantly influence the thrombotic risk at VTE onset. This observation
was in contrast to both cohort studies reported in 2006.[8, 9] Combinations of the GG
genotype with the F2 variant at rs1799963 GA/AA genotypes were not found, in

accordance to previously reported data.[8]

Of note, data of the multivariable analysis (primary study objective) confirmed findings
by others that blood group “non-O” is an independent risk factor for a first VTE

onset.[21]

The contribution of male gender, age at first VTE onset and IT risk factors on VTE
events were additionally investigated as secondary study aim in the patient follow-up
study. During the patient-follow up after the first withdrawal of therapeutic AC we could

demonstrate a significant risk increase of recurrent VTE in males (annual incidence
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rate of 4.3) compared to females (annual incidence rate of 1.9). Male gender remained
an independent risk factor for recurrent VTE in multivariable analysis. The findings of
our study, where VTE events were associated in the majority of cases with provoking
risk factors, are in line with the higher recurrence risk in men following unprovoked
VTE.[22-24] In contrast to findings from 2011 derived from a patient level meta-
analysis in which the risk of recurrent VTE in men with a first provoked vascular
occlusion was similar to that in women, the meta-analysis by McRae [23] found an
enhanced risk for VTE recurrence in men. In our study the aforementioned increased
risk of recurrence in men was neither affected by age at first VTE onset nor by
underlying IT risk factors. Additionally, in the follow-up study, probably due to the small
number of patients affected, the increased risk of blood group “non-O” and vice versa
the protective role of BG O lost its significance in multivariable Cox regression analysis.
Apart from possible explanations for the higher VTE recurrence in males compared to
females discussed in more detail by Douketis [22], another explanation may be male
gender per se: endogenous testosterone levels in males compared to females are
clearly higher. Enhanced testosterone levels are associated with a hypo-fibrinolytic
state possibly contributing to the onset of symptomatic thrombosis. The latter is not
only described for endogenous elevated testosterone levels but also in patients

receiving testosterone substitution therapy.[25, 26]

As recently evaluated in a large international cohort of children and adolescents with
VTE leading to thromboembolic and vascular stroke, the presence of more than one
IT is an important risk factor for recurrent VTE.[27] Carriers of the F5 mutation showed
a further risk increase in patients additionally carrying the F2 GG/GA variant

(rs3136516) with the Odds ratio of 3.34 compared to 1.86 found in F5 carriers alone.
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This study has several limitations: apart from i) selection bias, i.e. age at onset,
exclusion of subjects with central line- or malignancy-associated VTE, the non-
enrollment of patients with antiphospholipid syndrome, limitations of the present study
include ii) the patient population ascertained with subjects of white race only. Thus, the
results presented here cannot be directly transferred to other races, other age groups,
to patients with VTE suffering from basic diseases not included in our cohort, such as
malignancies. iii) Continuously admitted patients were ascertained from 2008 onwards
and were referred as in- and outpatients within a critical period in which improvement
of imaging methods and clinical practice was noted.[15, 16] Results obtained at first
thrombotic onset (case-control setting), however, are independent from change in
imaging methods or clinical practice and the distribution of F5 rs605 GA/AA and F2
rs3136516 GA/AA s in line with previous reports: thus referral bias caused by inclusion
of in- and outpatients seems to be unlikely. Since in- and outpatients were followed
according to a similar study protocol a possible referral bias did not play a role with
respect to recurrent VTE. It has to be mentioned here that the introduction and uptake
of new therapeutic approaches such as DOACs might have influenced referral and
treatment patterns. iv) Although we observed a large number of patients with common
mild IT risk factors this study might still be too small to show statistically significance:
Although our findings in a clinical setting are in agreement with previously reported
population based studies [8, 9], higher patient numbers are needed to rule out
statistical errors. v) Finally, we may have missed recurrent thrombosis in the patients
investigated: whereas we may have overlooked asymptomatic VTE recurrence it is
unlikely, however, that we would have missed symptomatic recurrences. This
statement is underlined by the fact that the recurrence rates detected in this

investigation are within the range reported by others.[28, 29]
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In conclusion in Caucasian adolescent and adult patients with a first VTE onset, the
F2 GG/GA genotypes (rs3136516) contribute to the first onset of the disease. Findings
of this study gave evidence that in patients with provoked VTESs i) male gender and ii)
combined ITs, including the F2 mutation at rs3136516 may be regarded as important
risk factors for VTE recurrence. These should be included in decision-making in regard
to length of AC treatment. Whether iii) blood group non-O should be included into a

predictive scoring system, however, is part of an ongoing prospective study.
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Figures and tables
Figure 1: Probability of recurrence-free survival following a first symptomatic VTE
onset is depicted: 13.1% of women compared to 26.5% of men developed a second

thrombotic event (log rank value: p< 0.0001).

Figure 2: Probability of recurrence-free survival following a first symptomatic VTE
onset is depicted: 32.7% of patients carrying combined thrombophilia variants
compared to 15.6% without thrombophilia developed a second thrombotic event (log
rank value: p< 0.0001). In addition, recurrence-free survival in patients with any

thrombophilia is depicted.

Table 1. VTE manifestations in patients are depicted.

Table 2: Frequency distribution of single & combined thrombophilic risk factors in

patients and controls are summarized.

Table 3: Uni- and multivariable analysis (logistic regression): Odds Ratios, 95%

confidence intervals are depicted.

Table 4: Incidence rates of recurrent VTE per 100 patient years (gender and inherited

thrombophilia) are depicted.
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Online Supplement

Online supplement

Anticoagulant treatment: Based on standardized in-house[l, 2] treatment guidelines,
patients with provoked VTE of the legs received anticoagulation (AC) between 3 and 6 months
and the duration of AC in patients with unprovoked VTE and/or pulmonary embolism (PE) was
prolonged up to 12 months. Prior to withdrawal of anticoagulation the D-dimer concentration
was aimed to be settled below the aged-dependent cut-off values in two follow-up visits and
had to stay within the normal ranges six weeks following AC removal. In addition, in patients
with PE cardiovascular ECHO examination must be normal, e.g. without signs of left-

ventricular dysfunction prior to AC removal.

Blood sample collection: As previously described blood samples were collected from
patients and controls at the study centers in the morning after a 12-hour fasting period.
Samples were drawn by peripheral venipuncture into plastic tubes containing 1/10 by volume
of 3.8% trisodium citrate (Sarstedt, NiUmbrecht, Germany) and were immediately placed on
melting ice. The blood samples from patients were collected 6-12 months after the acute
thrombotic event, and at least 6 weeks after discontinuation of anticoagulation therapy.
Platelet-poor plasma was prepared by double centrifugation at 3000 g at 4°C for 20 minutes,
aliguoted in polystyrene long-term freezer storage tubes, stored at -70°C and thawed
immediately before assay. DNA extraction was performed by a spin column procedure

(Qiagen, Hilden, Germany) as previously described.

Statistics: Sample size calculations. [3]
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Table 1: Incidence and prevalence proportions according to known population-based
data (reference 1-3). Minimum sample size calculated in male and female patients are

depicted.
Cohorts Proportion of Proportion of Proportion of
F5 rs605 GA/AA F2 rs3136516 GA/AA F2 rs3136516GG
& F5rs605 GA/AA
VTE (%) 12 5 29 (3)
Controls 5 (reference 1) 2.5 (reference 2) 23 (reference 3)
(%)
Cases (n) | 276 984 871
VTE
Controls (n) | 276 984 871

Abbreviations: F: factor; VTE: venous thromboembolism

Table 2: Proportion of gender in recurrent deep vein thrombosis. Minimum sample size
calculated in male and female patients are depicted.

Cohorts Proportion of Proportion of Proportion of
recurrence recurrence recurrence
(reference 4) (reference 5) (own data)

male (%) 20 30 27

female (%) | 9 17 13

cases (n) 276 277 218

male

cases (n)| 138 139 109

female
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Results:

Provoking risk factors at first VTE: 78.0% of our patients had provoked VTEs
(n=789). Provoking risk factors were medical underlying diseases in 113 cases (such
as cardiac, hepatic, infectious, metabolic or renal) and 293 index cases suffered from
VTE after prolonged immobilization (> 3 days). Obesity (BMI > 27) was documented in
140 cases and 55 female patients were on oral contraceptives at the time of VTE onset.
Smoking of more than 10 cigarettes per day was stated in 143 patients and non-
classified provoking risks factors prior to VTE occurred in 228 patients. Combinations

of risk factors were possible.

VTE recurrence (secondary study aim): At VTE recurrence 77% of subjects had in
similarity to the first VTE at least on provoking risk factor. Of note, 13 of 178 (7.3%)
patients with a first VTE and withdrawal of anticoagulant therapy developed a second
VTE under prophylactic low-dose LMWH (n=7), sub-therapeutic intake of vitamin-K-
antagonists (n=4) or oral anti-factor Xa inhibitors (n=2), administered for secondary AC
in recurring risk situations. In addition, prior to re-thrombosis none of the male or female

patients affected had increased d-dimer concentrations.

Meta-analysis (pooled data): In addition, according to previously published
methodologies we have added our data to studies aforementioned [4—6] and have
recalculated the risk to contribute to a first VTE onset as pooled ORs (meta-analysis)
on the basis of observational studies. [7, 8] For the F2 at rs3136516 genotype total

ORs (fixed & random effects) are depicted in a forest plot including study heterogeneity

(1?).

Meta-analysis derived from data reported so far with respect to the GG genotype, F2
mutation at rs3136516, [4-6] are depicted in online figure 2: Without significant
heterogeneity [I°=0%] the pooled OR (fixed and random effects model) derived from
univariable individual calculations included 6150 patients with VTE and 6588
population-based controls and revealed a modest risk increase in carriers of the GG
genotype of 1.3 (1.2-1.4).
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Figure 1 (online supplement): Pooled OR (fixed and random effects model)
derived from univariate individual calculations included 6150 patients with VTE
and 6588 population-based controls are depicted. Horizontal lines correspond
to the 95% CI intervals for each single study. The diamond and broke vertical
line represent the summary estimate. The unbroken vertical line is at the null
value (1) of the odds ratio and is equivalent to no difference.
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Figure 1: Probability of recurrence-free survival following afirst symptomatic VTE onset
is depicted: 13.1% of women compared to 26.5% of men developed a second thrombotic

event (log rank value: p<0.0001).
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Figure 2: Probability of recurrence-free survival following afirst symptomatic VTE onset

is depicted: 32.7% of patients carrying combined thrombophilia variants compared to

15.6% without thrombophilia developed a second thrombotic event (log rank value: p<

0.0001). In addition, recurrence-free survival in patients with any thrombophilia is

depicted.
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Tables

Table 1: VTE manifestations in patients are depicted.

Patients with VTE
n=1012

Healthy controls
n=902

age

female

36.8+10.9

696 (68.8%)

37.8 + 14

443 (49.1%)

VTE location at onset: n [%]

- VTE leg 688 [68.0] -
- VTE&PE 192 [19.0] -
- CSVT 61[6.0] -
- Multiple 32[3.1] -
- VTE & ATE 39[3.9]

Recurrent VTE location: N [%]

- VTE leg 122 [68.5] -
- VTE&PE 1 [0.6] -
- CSVT 4[2.2] -
- PE A7 [ 26.4] -
- VTE & ATE 4[2.2] -

ATE: arterial embolism of venous origin; CSVT: cerebral sinus vein thrombosis; NA:

does not apply; n: number; PE: pulmonary embolism; VTE: venous thromboembolism.
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Table 2: Frequency distribution of single & combined thrombophilic risk factors in

patients and controls are summarized.

Patients with VTE
n=1010

Healthy controls
n=902

Thrombophilia RF:

Single RF

- F2 rs3136516 GG

- F2 rs3136516 GA

- F2 rs3136516 AA

- F2 rs1799963 GA/AA
- F5 rs605 GA/AA

Combined RF
- F2 rs3136516 GG

& F5rs605 GA/AA

- F2 rs3136516 GG
& rs1799963 GA/AA

- F2 rs3136516 GA

& F2 rs1799963 GA/AA

n [%]

261/1010 [25.8%)]
518/1010 [51.3%]
231/1010 [22.9%]

41/642 [6.4%]
275/1010 [27.3%)]

261/1010 [25.8%)]
80/1010 [7.9%]

261/1010 [25.8%)]

23/642 [3.6%)]

n [%]

206/902 [22.8%]

452/902 [50.1%]

244/902 [27.1%]
24/902 [2.7%]
50/902 [5.5%]

206/902 [22.8%)]

19/902 [2.1%)]

206/902 [22.8%]

11/902 [1.2%]

F2: factor 2; F5: factor 5; n: number; RF: risk factor; VTE

:venous thromboembolism
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Table 3: Uni- and multivariable analysis (logistic regression): Odds Ratios, 95%

confidence intervals are depicted.

Risk factor Odds Ratio (95% CI)

Univariable analysis Multivariable analysis

Odds Ratio (95% CI)

F2 rs3136516 AA
F2 (rs3136516) GG

F2 (rs3136516) GA

1
1.39 (1.04-1.73)

1.21 (0.97-1.51)

1.48 (1.06-2.06)

1.45 (1.10-1.92)

F2rs1799963 GG

F2 (rs1799963) GA

1

2.44 (1.47-4.04)

2.38 (1.35-4.20)

F5rs6025 GG

F5 (rs6025) GA

1

6.35 (4.59-8.77)

5.68 (3.94-8.20)

Blood group O

Blood group non-0

F2: factor 2; F5: factor 5

1

3.77 (3.04-4.69)

2.74 (2.11-3.55)
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Table 4: Incidence rates of recurrent VTE per 100 patient years (gender and inherited

thrombophilia) are depicted.

Type of inherited Exposure Event Incidence p-value
thrombophilia Time (years) (n) per 100 PY
% (Cl 95%)
4.3
Gender: male 2014 87 <0-0001
(3.4-5.3)
1.9
Gender: female 4690 91
(1.6-2.4)
3.1
Any IT 3578 111 0-089
(2.6-3.7)
2.4
No IT 2860 67
(1.9-3.0)
4.8
Combined IT 700 34 0.0006
(3.4-6.8)
2.6
Total 6704 178
(2.3-3.1)

Cl= Confidence interval, PY= patient years
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