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1 Einleitung 

1.1 Allgemeine Einführung 

1.1.1 Epidemiologische Daten 

Die venöse Thromboembolie (VT) ist als ein Krankheitskomplex zu betrachten, bei 

dem das klinische Bild einer Phlebothrombose (PT) oder einer Lungenarterien-

embolie (LAE) im Vordergrund steht. Die jährliche Inzidenz der PT wird in den USA 

durchschnittlich mit 48-122/100.000 Personen und die der Lungenembolie 

durchschnittlich mit 23/100.000 Personen angegeben (Bulger et al., 2004). In 

Westeuropa ergibt sich mit etwa 1,5 Ereignissen pro 1000 Einwohner pro Jahr eine 

ähnliche Inzidenz für die PT (Cohen et al., 2007). Während die Anzahl der ersten VT 

bei Kindern bis zu 15 Jahren mit weniger als fünf pro 100.000 pro Jahr gering ist, 

steigt sie bei über 80-jährigen Personen auf 450 bis 600 pro 100.000 pro Jahr an 

(White, 2003). In der Bunderepublik Deutschland wurden laut statistischem 

Bundesamt im Jahr 2005 unter der Hauptdiagnose I80 (Thrombose, Phlebitis und 

Thrombophlebitis) 49.703 Patienten stationär behandelt. Etwa ein Drittel der 

symptomatischen Patienten erkranken an einer LAE. Sie stellt eine potenziell 

lebensbedrohliche akute Erkrankung dar, deren Prognose durch die frühzeitige 

Diagnostik und effektive gerinnungshemmende Therapie bestimmt wird. Die 

Mortalität einer akuten LAE erreicht etwa 10% innerhalb der ersten drei Monate 

(Laporte et al., 2009). Auf der Grundlage von autoptischen Studien wird in 

Deutschland die Anzahl der Todesfälle in Folge einer LAE auf 10.000 - 25.000 pro 

Jahr geschätzt (Lignitz et al., 1995; Marshall, 1986).  

 

1.1.2 Definition der akuten venösen Thrombose und Manifestation der 

venösen Thromboembolie  

Die venöse Thrombose manifestiert sich am häufigsten als tiefe Becken-Bein-

Venenthrombose (TVT) oder als Lungenarterienembolie (LAE). Bei der akuten TVT 

handelt es sich um eine partielle oder vollständige Verlegung der tiefen Leit- und 

Muskelvenen durch ein intravasales Blutgerinnsel. Solche Gerinnsel neigen zum 

Wachstum und können in die Lungen embolisieren, wobei mehr als 90% der 
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Lungenarterienembolien auf Thrombosen der unteren Extremität zurückzuführen sind 

(Girolami et al., 1995; Hull et al., 1986). Teilweise kommt es im Verlauf zu einer 

bindegewebigen Organisation der Thromben, überwiegend aber zu einer 

Rekanalisation der Venen mit Zerstörung der Venenklappen. Diese Veränderungen 

führen bei 20 bis 50% der betroffenen Patienten zur Entwicklung einer chronischen 

Veneninsuffizienz in Form eines postthrombotischen Syndroms (Kahn et al., 2008; 

Prandoni et al., 1996).  

Verschiedene Faktoren gehen mit einem erhöhten Thromboserisiko einher. Zu 

diesen gehören vorübergehende und reversible Ereignisse wie operative Eingriffe, 

Traumata, Immobilisation, Bettlägerigkeit, lange Reisen, Östrogentherapie und 

Schwangerschaft, während andere wie beispielsweise Malignome oder das 

Antiphospholipidsyndrom anhaltende und irreversible Faktoren darstellen 

(Rosendaal, 1999). Zu den genetischen und damit angeborenen Defekten, die mit 

einer VT assoziiert sind, zählen Mängel an gerinnungshemmenden Faktoren wie 

Antithrombin, Protein C und Protein S sowie Mutationen bei Faktor-V-Leiden und 

beim Prothrombin-20210A-Gendefekt (Dahm et al., 2003).  

Die VT kann abhängig von der An- oder Abwesenheit von Risikofaktoren in eine 

provozierte (sekundäre) oder eine primäre (idiopathische) Form eingeteilt werden 

(Zhu et al., 2009). Bei 25% bis 50% der Patienten mit erstmaliger VT ist das 

Auftreten als idiopathisch einzuordnen, ohne dass ein Risikofaktor festzustellen war 

(White, 2003).  

Eine gute theoretische Eischätzung der individuellen Risikosituation vermittelt das 

Vogel-Modell (Vogel, 1994). Danach kommt es zur Manifestation einer Thrombose, 

wenn die Summe akut auftretender Faktoren und einer ständig vorhandenen 

Anfälligkeit für thrombotische Ereignisse einen gewissen Schwellenwert 

überschreitet. 
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1.2 Mechanismen der venösen Thrombose 

1.2.1 Einführung 

Trotz der großen Häufigkeit und den schwerwiegenden Ausprägungen der VT, ist der 

genaue Pathomechanismus bisher nicht bis ins letzte Detail verstanden.  

Nach wie vor stellt die Virchow’sche Trias (Virchow, 1856) eine gute Hypothese für 

die Entstehung der venösen Thrombose dar, obwohl die einzelnen pathogenetischen 

Faktoren Stase, Schädigung der Gefäßwand und Hyperkoagulabilität mit immer 

neuen Einblicken in molekulare Mechanismen heute wesentlich differenzierter zu 

betrachten sind.  

Im Gegensatz zur arteriellen Thrombose scheint die Gefäßwandverletzung nicht der 

Auslöser der venösen Thrombose zu sein (Sevitt, 1974). Eine Ausnahme stellt in 

diesem Zusammenhang das vermehrte Auftreten von venösen Thrombosen nach 

operativen Eingriffen wie beispielsweise dem Hüftgelenksersatz dar, bei denen es 

auch durch eine direkte Verletzung von venösen Gefäßen zur Entstehung einer VT 

kommen kann (Stamatakis et al., 1977). 

Venöse Thromben bestehen aus einer fibrinreichen Region mit eingeschlossenen 

Erythrozyten (roter Thrombus) und einer zum größten Teil aus Thrombozyten 

bestehenden Region (weißer Thrombus). Der fibrinreiche Thrombusteil liegt im 

Querschnitt der intakten venösen Gefäßwand an, während sich der 

thrombozytenreiche weiße Thrombus dem roten Thrombus auflagert, ohne selbst 

Kontakt zur Gefäßwand zu haben. Diese Thrombuseigenschaften, die schon 1974 

von Sevitt beobachtet wurden, weisen auf eine Aktivierung des plasmatischen 

Gerinnungssystems als Auslöser der VT hin (Sevitt, 1974). Der Mechanismus der 

Thrombozytenaktivierung, der nach Endothelverletzung durch Kontakt zu 

subendothelialem Gewebe und Tissue Factor (TF) als Initiator der arteriellen 

Gefäßthrombose gilt (Furie and Furie, 2008), ist bei der venösen Thrombusbildung 

erst im weiteren Verlauf von Bedeutung (Lopez et al., 2004). Dies erklärt auch den 

sehr erfolgreichen Einsatz von Thrombozyten-Aggregationshemmern wie 

Acetylsalicylsäure bei der Prävention von arteriellen Thrombosen (Baigent et al., 

2009; Patrono, 2001) und ihre nur bedingte Wirksamkeit bei der venösen 

Thromboseprophylaxe (Patrono et al., 1998). 
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Es gibt jedoch ebenfalls Hinweise auf eine tragende Rolle  von zirkulierendem TF bei 

einer arteriellen Thrombusbildung ohne Plaqueruptur oder nur oberflächlicher 

Endothelläsion. Entsprechend dieser Annahme korrelierten in verschiedene Studien 

erhöhte Konzentrationen von zirkulierendem TF mit einem vermehrten Risiko für 

kardiovaskuläre Ereignisse sowie einer erhöhten Mortalität nach akutem 

Koronarsyndrom (Morange et al., 2006; Steppich et al., 2009). 

Hauptsächlich werden Phlebothrombosen durch eine Hyperkoagulabilität und Stase 

im venösen Blutsystem ausgelöst. Die Hyperkoagulabilität ist als vermehrte 

Gerinnbarkeit des Blutes definiert und abhängig von einer Vielzahl von 

unterschiedlichen Faktoren. Angeborene Gendefekte, vermehrtes Auftreten 

prokoagulatorischer Faktoren und ein Mangel an Gerinnungsinhibitoren tragen hierzu 

bei. Schon früh konnte die Stase als ein möglicher Hauptverursacher eines 

thrombotischen Geschehens in venösen Gefäßen erkannt werden. Die fehlende 

Blutzirkulation und damit einhergehende Hypoxie, vor allem im Bereich der 

Venenklappen, konnte in unterschiedlichen Studien sowie phlebographischen 

Untersuchungen bestätigt werden (Lund et al., 1969; Sevitt, 1974).  

Insgesamt gesehen ist eine venöse Thromboembolie vor allem in ihrer Initiation ein 

multifaktorielles Ereignis, dessen Ursache im Einzelnen stark variieren kann. Die 

molekularen Mechanismen sind bis zum heutigen Tage nicht bis ins Letzte 

verstanden. 

 

1.2.2 Grundlagen der Hämostase 

Die Hämostase (Blutstillung) beschreibt einen pathophysiologischen Mechanismus, 

der sich sowohl im arteriellen als auch venösen Gefäßsystem abspielen kann. Sie 

gewährleistet die Beendigung von Blutungen und wird ermöglicht durch eine 

plasmatische (Koagulation, Fibrinbildung) sowie eine zelluläre Komponente 

(Plättchenadhäsion und deren Aktivierung). Die Blutgerinnung beim Menschen ist 

eine komplexe Kaskade von Aktivierungsschritten, die letztendlich zur Bildung eines 

Blutgerinnsels führen. 
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Die Gerinnungskaskade besteht aus einem intrinsischen und einem extrinsischen 

Weg (MacFarlane, 1964; Davie and Ratnoff, 1964). Von einem intrinsischen 

(endogenen) Weg wird gesprochen, wenn Blut an negativ geladenen Oberflächen 

gerinnt. Dabei wird durch Aktivierung des Gerinnungsfaktors XII, der im Blut zirkuliert, 

eine Kaskade mit Aktivierung von Faktor XI und Faktor IX in Gang gesetzt. Nach 

heutigem Kenntnisstand spielt der intrinsische Weg im Sinne einer 

Oberflächenkontaktaktivierung bei der Initiierung der Gerinnung in vivo jedoch eher 

eine untergeordnete Rolle, beispielsweise beim Kontakt von Blut mit künstlichen 

Oberflächen (Courtney and Forbes, 1994). So wiesen Patienten mit einem Mangel an 

Faktor XII, dem Initiatorprotein des intrinsischen Weges, im Rahmen einer Fall-

Kontroll-Studie keine gesteigerte Blutungsneigungen auf (Lammle et al., 1991).  

Der extrinsische (exogene) Weg wird unter pathophysiologischen Umständen 

ausgelöst, wenn Plasma mit Zellen in Kontakt kommt, die TF exprimieren. Beide 

Wege haben in der Aktivierung des Gerinnungsfaktors Faktor X ihre gemeinsame 

Endstrecke. Faktor Xa bildet mit Faktor Va, Calcium und Prothrombin den 

Prothrombinasekomplex, der die Bildung von Thrombin ermöglicht. Die wichtigste 

Funktion von Thrombin bei der Thrombusbildung ist es, Fibrinogen  in 

Fibrinmonomere umzuwandeln, die in der Lage sind, sich untereinander in 

Fibrinpolymeren zu vernetzen (Abbildung 1). 

 

Abbildung 1: Klassische Einteilung der Gerinnungskaskade in ein intrinsisches und 

ein extrinsisches System. (MacFarlane, 1964; Davie and Ratnoff, 1964). 
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1.2.3 Mechanismen der Thrombusbildung 

Bei der Thrombozytenaktivierung im Rahmen der Thrombusbildung scheinen also 

zwei unterschiedliche Wege eine Rolle zu spielen. Diese werden aufgrund von 

tierexperimentellen Studien mit knock out Mäusen diskutiert (Dubois et al., 2006; 

Mangin et al., 2006). Beim intrinsischen Weg erfolgt die Thrombozytenaktivierung 

durch freiliegendes Kollagen bei Gefäßverletzungen. Im Falle der extrinsischen 

Aktivierung führt die Exposition von TF gegenüber zirkulierendem Vollblut zur 

Thrombinbildung, welches wiederum über eine positive Rückkopplung zur 

Aktivierung von Thrombozyten beiträgt. Genauer zu betrachten ist im 

Zusammenhang mit der venösen Thrombose die Möglichkeit der Thrombusbildung 

ohne Gefäßverletzung. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die 

Thrombusbildung auch in Abwesenheit von Endothelverletzungen initiiert werden 

kann und unabhängig ist von ,von Willebrand Faktor‘ (Dubois et al., 2007) und 

Glykoprotein VI (Dubois et al., 2006).  

Die Thrombusbildung wird ausgelöst durch einen Komplex aus TF und der 

Serinprotease Faktor VIIa (FVIIa), die alleine nur eine schwache Proteaseaktivität 

besitzt (Eilertsen and Osterud, 2004). Erst nach Bindung an TF und in der Gegenwart 

von negativ geladenen Phospholipiden wie Phosphatidylserin (PS), welche sich u.a. 

auf der Oberfläche von Mikropartiken befinden, steigt die katalytische Aktivität stark 

an (Kunzelmann-Marche et al., 2000; Ruf et al., 1991). Im nächsten Schritt wandelt 

der TF/FVIIa Komplex in Gegenwart von Ca2+ das Proenzym Faktor X (FX) in seine 

aktive Form, FXa, um. FXa kann auch durch einen Tenasekomplex gebildet werden, 

der sich aus dem vom TF/FVIIa-Komplex aktivierten Faktor IX, aktiviertem Faktor 

VIII, Ca2+ und Faktor X zusammensetzt. In der initialen Phase der Blutgerinnung ist 

dieser Aktivierungsweg nicht von Bedeutung. Mit zunehmender Entstehung von 

Thrombin wird jedoch auch FVIII aktiviert und dem Tenasekomplex zur Verfügung 

gestellt. Dieser positive Feedback-Mechanismus wird auch als Josso-Schleife 

bezeichnet. Der aktivierte Faktor X (FXa) kann nun zusammen mit seinem Coenzym, 

FVa, der sich auf der phosphatidylserinreichen Oberfläche von aktivierten 

Thrombozyten befindet, den Prothrombinasekomplex bilden, der zur Umwandlung 

von Prothrombin zu Thrombin führt. Bei der Bildung von Thrombin wird als 

Nebenprodukt Prothrombinfragment (F1+2) am aminoterminalen Ende von 
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Prothrombin abgespalten (Aronson et al., 1977). Thrombin aktiviert im letzten Schritt 

der plasmatischen Gerinnung Fibrinogen zu Fibrin, den fibrinstabilisierenden Faktor 

XIII, sowie die Faktoren V, VII und VIII im Zuge der positiven Rückkopplung (Bruhn, 

2007). Zusätzlich ist Thrombin einer der potentesten Agonisten der 

Thrombozytenaktivierung und trägt dadurch in einem positiven Feedback-Kreislauf 

mit Thrombinaktivierung und Fibrinbildung maßgeblich zur Bildung des weißen 

Thrombusanteils der venösen Thrombose bei. Thrombin bindet dabei vor allem an 

PARs (protease aktivated receptors) an der Thrombozytenoberfläche, wobei sich die 

prokoagulatorische Aktivität von Thrombozyten im ex vivo Experiment um bis zu 

einem Fünffachen erhöhte (Andersen et al., 1999). Die Aktivierung wird durch die 

anionischen Phospholipide Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylethanolamin 

(PE) hervorgerufen, die in großem Ausmaß die Anordnung von aktivierten 

Gerinnungsfaktoren auf der Thrombozytenoberfläche hervorrufen. (Abbildung 2).  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Thrombusbildung bei intaktem              

Gefäßendothel. Nähere Erläuterungen im Text. 
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1.3 Bedeutung von Tissue Factor (TF) und Mikropartikeln 

1.3.1 Einführung 

Das menschliche TF-Gen setzt sich aus 12,4 Kilobasenpaaren zusammen. Es 

besteht aus fünf Introns und sechs Exons, von denen die Exons 2-5 für die Kofaktor- 

und Rezeptorfunktion der extrazellulären Domäne kodieren (Koyama et al., 1994). TF 

ist ein einzelkettiges, integrales 47 Kilodalton schweres membranständiges 

Glykoprotein der Subklasse II der Zytokin-Rezeptor-Superfamilie (Osterud, 1997), zu 

der auch Interferon-α/β- und Interferon-γ-Rezeptoren gehören. Es wird von 263 

Aminosäuren (AS) gebildet, welche sich gemäß ihrer räumlichen Anordnung in eine 

lösliche extrazelluläre, aus 219 AS bestehende und als Rezeptor für Faktor VII/VIIa 

agierende Domäne, eine 23 AS beinhaltende unlösliche transmembranäre, sowie 

eine zytoplasmatische, 21 AS umfassende Komponente untergliedern lassen. Die 

zytoplasmatische Domäne verfügt über drei Serinreste, die potenzielle 

Phosphorylierungsorte darstellen (Siegbahn, 2000). 

Tissue Factor wird im Wesentlichen von Zellen exprimiert, die Blutgefäße umgeben. 

Das Endothel verhindert dabei den Kontakt des stark wirksamen Auslösers der 

Gerinnungskaskade mit dem im Blutplasma zirkulierenden Liganden Faktor VII/VIIa 

(Morrissey et al., 1993). Die Exposition von Blut zu TF kann nur unter spezifischen, 

meistens pathologischen Umständen auftreten. Dazu gehören Gefäßverletzungen, 

Strukturdefekte an Gefäßwänden, angiogenetische Stimulation, TF-tragende 

Mikropartikel (Giesen et al., 1999) oder das Eindringen von größeren Zahlen  an TF-

exprimierenden Zellen in die Blutbahn (Chen et al., 2001; Fernandez and Rickles, 

2002; Morrissey, 2001). Der Gehalt an TF in Mikropartikeln steigt bei schweren 

Krankheitsbildern wie Sepsis oder  Malignomen und wird "blood-borne" (engl. „im 

Blut entstanden“) TF genannt. Er ist möglicherweise verantwortlich für das erhöhte 

Thromboserisiko bei bestimmten Krankheitsbildern.  

TF kann außerdem vermehrt in gut vaskularisierten Organen wie Plazenta, Herz, 

Gehirn, Nieren und Lungen nachgewiesen werden und liefert dem entsprechenden 

Organ einen zusätzlichen Schutz vor Blutungen. Verschiedene Zelltypen, die die 

Blutgefäße umgeben, tragen dabei TF auf ihrer Oberfläche. So exprimieren 

Fibroblasten der Adventitia, Gefäßmuskelzellen, Keratinozyten der Haut, 
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Astrogliazellen im Gehirn und Myozyten im Herz vermehrt TF (Cui et al., 1996; Drake 

et al., 1989). Von allen Zellen, die direkten Kontakt zum Blut haben (Blutzellen und 

Zellen der Gefäßwände) besitzen Monozyten als einzige Blutzellen nachweisbare 

mRNA für TF und sind somit zur Synthese von TF fähig. Die Regulation der 

Expression liegt auf der Transkriptionsebene (Edgington et al., 1991). Da in 

Endothelzellen in vivo bisher keine TF-Synthese nachgewiesen werden konnte, sind 

Monozyten die bisher einzig gesicherte Quelle für eine TF-induzierte VT bei intaktem 

Gefäßendothel (Osterud, 2010). 

Neben der Hämostase konnte TF eine weitere wichtige Bedeutung bei der 

Neoangiogenese im embryonalen Entwicklungsstadium zugeschrieben werden. 1996 

konnte bei TF knock out Mäusen in verschiedenen Arbeitsgruppen eine Letalität von 

bis zu 90% am zehnten Entwicklungstag aufgrund von Defekten im Gefäßaufbau 

festgestellt werden (Bugge et al., 1996; Carmeliet et al., 1996; Toomey et al., 1996). 

Weitere Funktionen von TF bei der tumorassoziierten Angiogenese (Contrino et al., 

1996) oder der Wundheilung (Nakagawa et al., 1998) konnten daraufhin belegt 

werden.  

 

1.3.2 Zusammenhang von Tissue factor und malignen Tumoren 

Bei Malignompatienten ist die Wahrscheinlichkeit einer venösen Thromboembolie 

(VT) im Vergleich zur Normalbevölkerung signifikant erhöht. Das Risiko, an einer VT 

zu erkranken, steigt um ein Vierfaches und bei zusätzlicher Chemotherapie sogar um 

das Sechsfache (Heit, 2005). Umgekehrt kann beim Auftreten einer tiefen 

Venenthrombose ohne erkennbare Risikofaktoren in etwa 10% der Fälle ein bis 

dahin nicht bekanntes Malignom erkannt werden (Piccioli and Prandoni, 2001).  

Eine Vielzahl von klinischen Studien hat das Auftreten von Tissue Factor im 

Zusammenhang mit malignen Geschehen in den Mittelpunkt gestellt. Viele 

Tumorzellen exprimieren TF. Dazu gehören die Zellen von kolorektalen Karzinomen, 

Pankreaskarzinomen, Prostatakarzinomen, Mammakarzinomen, malignen Gliomen, 

Leberzellkarzinomen, malignen Melanomen, Nierenzellkarzinomen und ovariellen 

Tumoren (Rickles et al., 1995). Der Grad der TF-Expression variiert dabei zwischen 
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den verschiedenen Tumoren und nimmt mit zunehmenden Tumorstadien weiter zu 

(Kakkar et al., 1995). Die erhobenen Daten lassen außerdem einen Zusammenhang 

zwischen TF und Tumorangiogenese vermuten. Ein Hinweis auf diesen 

Zusammenhang ist die Korrelation zwischen TF-Expression und der Dichte von 

Mikrogefäßen, deren Ausprägung ein etablierter Marker für die Tumorangiogenese 

ist (Vrana et al., 1996).  

 

1.3.3 Zirkulierende Mikropartikel 

Es konnte nachgewiesen werden, dass TF auch im Blutplasma zirkulieren kann 

(Contrino et al., 1996; Koyama et al., 1994), wobei er zum großen Teil an 

Mikropartikel gebunden ist (Giesen et al., 1999) oder in einer löslichen alternativ 

gespleißten Form vorliegt (Bogdanov et al., 2003). Für die Gerinnungsaktivierung 

sind beide TF-Formen von Bedeutung, im Besonderen aber die Mikropartikel-

assoziierte Form. TF kann desweiteren in einer inaktivierten (eng.: encrypted) und 

einer durch die Proteindisulfidisomerase (PDI) direkt aktivierten (eng.: decrypted) TF-

Form vorliegen. Dieser Aktivierungsmechanismus konnte bisher bei der arteriellen 

Thrombose im Mausmodell nachgewiesen werden (Reinhardt et al., 2008). 

Thrombozyten sind in der Lage nach Aktivierung die PDI zu sezernieren (Cho et al., 

2008) und könnten einen wichtigen Beitrag zur Aktivierung von zirkulierendem oder 

an Mikropartikel gebundenem TF bei der Entstehung von Thrombosen leisten 

(Osterud, 2001).  

Mikropartikel (MP), die vor 40 Jahren erstmals als Zellnebel beschrieben wurden, 

sind Fragmente, die aus Zellen unter dem Einfluss von Zellaktivierung, Apoptose, 

Zellreifung oder mechanischem Stress freigesetzt werden. Sie sind von einer 

Plasmamembran umgeben und können im Blut unter physiologischen Bedingungen 

zirkulieren. Bei einem Durchmesser von 0,1 bis 0,8 µm enthalten sie nur eine 

minimale Menge an Cytosol. Ihrem proteinreichen Inhalt fehlt DNA,  sie besitzen aber 

die Möglichkeit RNA zu transportieren (Deregibus et al., 2007). Mikropartikel können 

aus unterschiedlichen Zelltypen hervorgehen. Hierzu gehören vor allem Leukozyten, 

Erythrozyten, Thrombozyten und endotheliale Zellen. Vermutlich aufgrund der 

speziellen Plasmamembranaktivität und Zelladhäsion am Endothel (Reininger et al., 
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2006) ist der Anteil an zirkulierenden Mikropartikeln mit thrombozytärem Ursprung im 

Blut beim Gesunden mit 70-90% am größten. Ihr Beitrag zur Gesamtmenge der 

Mikropartikel hängt aber von pathologischen Veränderungen ab und u.a. mit dem 

Ausmaß an zellulärer Schädigung zusammen. Bei gesunden Individuen zirkulieren 

nur geringe Mengen an Mikropartikeln im Blut (Berckmans et al., 2001). Ihre Zahl 

nimmt unter bestimmten pathologischen Veränderungen zu, wobei ihr zellulärer 

Ursprung für die jeweilige Krankheit charakteristisch ist. Thrombozytäre Mikropartikel 

sind bei Myokardinfarkt (Mallat et al., 2000), Hypertension (Preston et al., 2003), 

Diabetes (Nomura et al., 1995) und Malignomen erhöht. Die Zahl der endothelialen 

Mikropartikel erhöht sich beim akuten Koronarsyndrom (Mallat et al., 2000) und 

Diabetis mellitus Typ I (Sabatier et al., 2002). Bei Diabetikern sind auch Mirkopartikel 

mit leukozytärem Ursprung im Vergleich zu Gesunden erhöht (Sabatier et al., 2002).  

Die Bedeutung von Tissue Factor und Mikropartikeln bei thrombotischen Ereignissen 

konnte in den letzten Jahren immer mehr geklärt werden. Falati et al. wiesen 2002 

erstmals mit Hilfe intravaskulärer Floureszensmikroskopie eine Beteiligung von TF 

bei der arteriellen Thrombusentstehung in vivo nach (Falati et al., 2002). Es folgten 

weitere Studien, die das Model der arteriellen Thrombusentstehung unterstützen. 

Dabei wird dem TF im Bereich der verletzten Gefäßwand eine wichtige Rolle bei ihrer 

Initiierung bescheinigt. Die durch subendothelialen TF hervorgerufene 

Thrombinbildung führt zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Thrombozyten in 

das Thrombusgebiet. Im weiteren Verlauf reichert sich durch Interaktion von P-

Selectin und PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) im Blut zirkulierender 

mikropartikel-gebundener TF (MP-TF) an und begünstigt eine verstärkte 

Fibrinbildung, die wiederum eine Thrombusvergrößerung zu Folge hat. MP-TF stellt 

auf diese Weise einen Großteil des im arteriellen Thrombus befindlichen TF (Chou et 

al., 2004). Zusätzlich konnte in Studien zur venösen Thrombose gezeigt werden, 

dass eine TF-Inhibition die Thrombusgröße nach dem Auslösen der Blutgerinnung in 

Jugularvenen negativ beeinflusst (Himber et al., 2003). Ein Anstieg an 

thrombozytären Mikropartikeln bedingt wiederum eine Größenzunahme (Ramacciotti 

et al., 2009). Im Rahmen klinischer Untersuchungen konnten erhöhte MP-Werte bei 

TVT Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhoben werden 

(Rectenwald et al., 2005). 
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Das prokoagulatorische Potential von Mikropartikeln beruht auf einer Vielzahl von 

verschiedenen Mechanismen, die die Thrombose initiieren und zusätzlich verstärken 

können. Als ein Zeichen ihrer prothrombotischen Eigenschaft können MPs bei 

Mäusen mit Hämophilie A die verlängerten Blutungszeiten normalisieren 

(Hrachovinova et al., 2003). Membrangebundener TF und anionische Phospholipide, 

die sich auf der Mikropartikeloberfläche präsentieren, tragen zu diesen Eigenschaften 

bei (Lechner and Weltermann, 2008), ebenso auch der P-Selectin-Rezeptor PSGL-1, 

der von Leukozyten und Thrombozyten gebildet wird und auf den daraus 

entstehenden Mikropartikeln präsentiert wird. P-Selectin, das zur Familie der 

Zelladhäsionsmoleküle gehört, ist u.a. für das Leukozytenrollen am Gefäßendothel in 

vivo verantwortlich (Mayadas et al., 1993). Venöse Stase und Ischämie verursachen 

an Gefäßendothelzellen eine Hochregulation von P-Selectin, welches im Tiermodell 

zu einer Mikropartikeladhäsion durch PSGL-1 im Stasebereich führt und die 

Thrombusgenese begünstigt (Myers et al., 2003; Myers and Wakefield, 2005; Polgar 

et al., 2005). Die P-Selectin/PSGL-1-Interaktion führt durch Zelladhäsion weiterhin zu 

einer verstärkten Produktion von Mikropartikeln mit monozytärem, thrombozytärem 

und endothelialem Ursprung (Hartwell et al., 1998). Aber auch ohne die Beteiligung 

von Endothelzellen sind durch P-Selectin stimulierte Blutzellen zur 

Mikropartikelbildung fähig (Hrachovinova et al., 2003). Da dieselben Mikropartikel 

neben TF auch das negativ geladene Phosphatidylserin auf ihrer Oberfläche 

exprimieren können, welches die katalytische Aktivität der Verbindung von Tissue 

Factor und Faktor VIIa nochmals erhöht, kann es zu einer weiteren Aktivierung der 

Thrombusbildung kommen.  

Zusammen führen die beschriebenen Abläufe, wie in Abbildung 3 verdeutlicht, zur 

Thrombusentstehung und einer weiteren Thrombusvergößerung (Deregibus et al., 

2007). Weiter verdeutlicht wird dieser Zusammenhang durch Studien an P-Selectin 

knock out Mäusen, in denen Thromben eine verminderte TF- und Fibrin-

Anreicherung verglichen mit der von Wildtyp Mäusen zeigten (Sullivan et al., 2003).  
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Abbildung 3: Thrombusentstehung und Vergrößerung bei P/E-Selectin Expression auf 

Endotheloberflächen in venösen Gefäßen durch Stase, Verletzung und Hypoxie. Modifiziert 

nach Myers et al., 2003. 

 

 

1.3.4 Antikoagulatorische Mechanismen 

Gerinnungsfördernde und gerinnungshemmende Faktoren stehen in einem 

ständigen Gleichgewicht. Gleichzeitig mit dem Start der Gerinnung werden auch 

antikoagulatorische Prozesse ausgelöst. Von besonderer Bedeutung ist die 

Möglichkeit einer direkten Neutralisierung von aktivierten Gerinnungsfaktoren, z.B. 

durch Antithrombin, Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und das 

Thrombomodulin/Protein-C/Protein-S-System. 

Antithrombin ist der wichtigste physiologische Inhibitor der aktivierten 

Gerinnungsfaktoren, vor allem von Thrombin und Faktor Xa. Antithrombin interagiert 

mit den Serinproteasen und bildet einen kovalenten stabilen 1:1-Komplex, der in 

kurzer Zeit eleminiert wird. Besonders wichtig ist Antithrombin in Bezug auf die 

Antikoagulation durch Heparin, die eine der wichtigsten Therapieprinzipien bei 

akuten Gefäßverschlüssen und der Prophylaxe von venösen Thrombosen ist. 

Ein weiteres wichtiges Inhibitorensystem ist das Protein-C/Protein-S-System. Protein 

C ist ein Vitamin K-abhängiges Protein, das erst nach Bindung an den 

Endothelzellrezeptor Thrombomodulin durch Thrombin in die aktivierte Form 

P-/E-Selectin auf Endotheloberflächen bindet an PSGL1 auf Mikropartikeln
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Verletzung
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Bildung von MikropartikelnAktivierung des 
TF/FVIIa Complex
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überführt wird. Das aktivierte Protein C (APC) ist in der Lage die Faktoren Va und 

VIIIa proteolytisch zu inaktivieren. Dabei fungiert Protein S als Cofaktor. 

Auch Tissue Factor Pathway Inhibitor 1 (TFPI) wird eine entscheidende Rolle bei der 

Antikoagulation zugewiesen. TFPI moduliert die Wirkung von TF hinsichtlich der 

Auslösung der Koagulation (Sandset, 1996), hat aber auch Auswirkungen auf die 

Embryogenese im Tiermodell (Huang et al., 1997). Es konnte bei in vivo Studien 

belegt werden, dass niedrige TFPI-Serumwerte einen Risikofaktor für venöse und 

arterielle Thrombosen darstellen (Dahm et al., 2003; Morange et al., 2004). Im 

Tiermodell konnte durch die Gabe von rekombinantem TFPI nach mechanisch 

provoziertem Insult in der. A. Carotis bei Schweinen eine Reduktion der TF-

Expression, der FXa-Aktivität sowie eine abgeschwächte Thrombusbildung 

nachgewiesen werden (St Pierre et al., 1999). 

 

1.3.5 Zusammenhang zwischen Inflammation und Thrombose 

Die Vermittlung zwischen entzündlichen Veränderungen und Koagulation verläuft in 

beiden Richtungen, denn auch die Blutgerinnung hat einen Einfluss auf die 

Entzündungsaktivität. 

Der Zusammenhang zwischen Inflammation und der Bildung von arteriellen 

Thrombosen wurde in den vergangen Jahren von zahlreichen Studien belegt. So 

sind z.B. erhöhte Plasmawerte von C-reaktivem Protein (CRP) und Cytokinen sowie 

eine Aktivierung der Akute-Phase-Reaktion prädiktive Marker für einen 

Myokardinfarkt oder Schlaganfall (Ridker et al., 1997). Im Besonderen wurde in 

artherosklerotischen Arterien vermehrt Interleukin-6 (IL-6) nachgewiesen und erhöhte 

Il-6 Plasmawerte sind mit einem gesteigerten Risiko für Herzkreislauferkrankungen 

verbunden (Ridker et al., 2000; Seino et al., 1994).  

Eine weitere Verbindung zwischen der arteriellen Thrombose und einer 

Entzündungsreaktion konnte am aktivierten Gefäßendothel nachgewiesen werden. 

Die Endothelaktivierung kann dabei beispielsweise durch atherosklerotische 

Prozesse ausgelöst werden. Aufgrund ihrer Aktivierung exprimieren Endothelzellen 

von Willebrand Faktor (VWF) und P-Selectin, die zusammen in Weibel-Palade-
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Körperchen im Zellinneren gespeichert werden (Wagner, 1993). Diese Moleküle sind 

verantwortlich für die Adhäsion von Leukozyten und Plättchen an der Gefäßwand 

(Andre et al., 2000). Leukozyten und Thrombozyten interagieren hierbei in einem 

hohen Maße miteinander und induzieren sowohl inflammatorische als auch 

prokoagulatorische Mechanismen (Wagner and Burger, 2003). Die arterielle 

Thromboembolie und ein zusätzlicher Entzündungprozess sind bei ihrer Entstehung 

auf diese Weise direkt miteinander verbunden. 

Es ist weiterhin bekannt, dass Entzündungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor α 

(TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β) und Interleukin-6 (IL-6) eine vermehrte Expression 

von TF in kardiovaskulären Zellen auslösen können (Kirchhofer et al., 1994; Salom et 

al., 1998; Schecter et al., 2000). In einer klinischen Studie korrelierten bei Patienten 

mit Carotisstenosierungen die Konzentrationen von TNF-α und IL-6 mit der TF- 

Protein-Konzentration im Blut (Furumoto et al., 2002). TNF-α, IL-1β, and IL-6 führen 

zusätzlich zu erhöhten Konzentrationen an Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI)-1, 

welches eine verringerte Fibrinolyseaktivität zur Folge hat (Menges et al., 2001). Der 

durch Zytokine vermittelte prokoagulatorische und antifribrinolytische Einfluss ist u.a. 

ein wichtiger Faktor bei der Entstehung der disseminierten intravasalen 

Koagulopathie. 

Es gibt Anzeichen, dass entzündliche Veränderungen auch bei der venösen 

Thromboembolie (VT) in einem engen Zusammenhang stehen (Fox and Kahn, 

2005). In tierexperimentellen Versuchsreihen konnte eine Entzündungsreaktion in 

der Wand venöser Gefäße nachgewiesen werden, die eine Aktivierung von 

neutrophilen Granulozyten und eine verstärkte Expression von Selektinen, Cytokinen 

und zellulären Adhäsionsmolekülen beinhaltet  (Chooi and Gallus, 1989; Wakefield et 

al., 1993; Wakefield et al., 1997). Downing et al. konnte nach Thromboseinduktion 

am Tiermodell auch eine Überexpression von Interleukin-10 (IL-10), einem 

antiinflammatorischen Zytokin, nachweisen (Downing et al., 1998).  

Neben dem Nachweis von lokalen inflammatorischen Prozessen im Thrombusgebiet 

lässt sich bei Patienten mit venösen Thrombosen eine systemische inflammatorische 

Immunantwort nachweisen. Die wichtigsten Vermittler einer entzündungsbedingten 

Aktivierung sind pro-inflammatorische Zytokine. Johnson et al. konnten 1996 in 
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koaguliertem humanen Vollblut erhöhte IL-6 und IL-8 Werte nachweisen und in 

weitergehenden Studien wurde dies im Speziellen auf eine Stimulation von 

Blutmonozyten und Endothelzellen durch Faktor Xa, Thrombin, Fibrin und 

Lipopolysacchariden zurückgeführt (Johnson et al., 1996; Johnson et al., 1998; 

Sower et al., 1995). Bei klinischen Untersuchungen konnten sowohl erhöhte 

Plasmakonzentrationen der Entzündungsmarker Interleukin-6, Interleukin-8, und 

MCP-1 (Monocyte chemoattractive protein–1) bei Patienten mit TVT-Rezidiv (van 

Aken et al., 2000) als auch gesteigerte Interleukin-8 Konzentrationen bei Patienten 

mit einem erstmaligen thrombotischen Ereignis nachgewiesen werden (van Aken et 

al., 2002). 

Systemische Inflammation bewirkt aber ihrerseits auch wiederum eine vermehrte 

Hyperkoagulabilität des Blutes. In ersten Laborstudien konnten Cermak et al. 1993 

zeigen, dass Monozyten, die sechs Stunden mit hochkonzentriertem humanen CRP 

inkubiert wurden, aufgrund einer erhöhten TF-Expression eine höhere 

prokoagulatorische Aktivität besitzen (Cermak et al., 1993). Auch andere 

Entzündungsmediatoren wie Endotoxin, Tumornekrosefaktor-α (TNFα) und 

Interleukin-1β (IL-1β) induzieren die TF-Expression auf Monozyten bzw. 

Makrophagen (Esmon, 2003).  

Zusätzlich werden entzündliche Prozesse als Risikofaktoren für Thrombosen 

diskutiert. Für die arterielle Thrombose konnte ein erhöhtes Risiko in 

Patientengruppen mit fortgeschrittenem Lebensalter, vermutlich aufgrund verstärkt 

auftretender systemischer Entzündungsprozesse mit erhöhten IL-6 und CRP-Werten, 

nachgewiesen werden  (Esmon, 2009). Diese relativ moderaten Veränderungen über 

einen längeren Zeitraum haben aber anscheinend nur einen begrenzten Einfluss auf 

das venöse Thromboserisiko (Tsai et al., 2002), während akute Infektionen das 

Risiko für venöse Thromboembolien deutlich erhöhen (Smeeth et al., 2006).  

Entzündungsparameter als prädiktive Werte für eine mögliche venöse 

Thrombembolie heranzuziehen war bisher nicht erfolgreich. In prospektiven Studien 

wurde die Korrelation von CRP-Plasmakonzentrationen mit dem Auftreten einer VT 

untersucht. In keiner Studie konnte bisher ein eindeutig positiver Zusammenhang 
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festgestellt werden, der ein erhöhtes Thromboserisiko durch Akute-Phase-Proteine, 

wie CRP, nahelegen würde (Ridker et al., 1997; Tsai et al., 2002).  

Bisher konnte allerdings nicht vollständig geklärt werden, ob entzündliche 

Veränderungen nur eine Reaktion auf ein thrombotisches Ereignis sind oder auch 

einen Teil zu dessen Ursprung beitragen. Es gibt aber Hinweise, dass die 

inflammatorische Reaktion auf eine VT im Vordergrund steht. So konnten z.B. die 

höchsten Zytokinkonzentrationen bei Thrombosepatienten am Aufnahmetag 

gemessen werden. Im Verlauf gingen die Entzündungsparameter über die nächsten 

Tage zurück (Roumen-Klappe et al., 2002). Vor allem bei der Auflösung von venösen 

Thromben ist eine Leukozyteninvasion in das Thrombusgebiet nach dem 

thrombotischen Ereignis mit begleitentender entzündlicher Reaktion von Bedeutung 

(Wakefield et al., 1995). 

Eine weitere Verbindung zwischen Inflammation und Hyperkoagulabilität könnte das 

bereits beschriebene P-Selectin darstellen (siehe oben). Es hat neben seiner 

prokoagulatorischen Wirkung zusammen mit weiteren Selectinen wie E-Selectin noch 

zusätzliche entzündungsvermittelnde Eigenschaften. Selectine werden auf aktivierten 

Endothelzellen exprimiert und sind in der Lage durch Adhäsion mit PSGL-1 (P-

selectin glycoprotein ligand-1) auf Leukozyten die entzündliche Reaktion einer 

Thrombose auszulösen (Myers and Wakefield, 2005). Die Tatsache, dass PSGL 

Moleküle, die sowohl eine Adhäsionsfunktion für Leukozyten als auch für 

Thrombozyten besitzen, im Gefäßendothel in den selben Organellen gespeichert und 

damit auch gleichzeitig sezerniert werden, könnte einen weiteren Hinweis auf den 

engen Zusammenhang von Hämostase und Inflammation geben (Polgar et al., 

2005). Im Tiermodell konnte durch eine Inhibition des PSGL-1 Rezeptors oder PSGL-

Rezeptor-Antikörper eine signifikante Reduzierung der Entzündung im 

Thrombusgebiet und der venösen Gefäßwand, eine verminderte Cytokinexpression 

am Endothel und eine begünstigte Thrombusauflösung erreicht werden (Downing et 

al., 1997; Wakefield et al., 2000). Weitere Studien belegten eine signifikante Dosis- 

Wirkungs-Beziehung zwischen PSGL-Antikörpern und VT sowie PSGL-Antikörpern 

und spontaner Rekanalisation (Myers et al., 2001). 
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1.4 Diagnostik der venösen Thrombose 

1.4.1 Einführung 

Der klinische Verdacht auf eine Beinvenenthrombose entsteht bei allen neu auf-

getretenen einseitigen Beinbeschwerden wie Schwellung, Verfärbung, Dysästhesie 

oder Schmerzen. Beidseitige oder länger bestehende Beschwerden sollten zunächst 

in anderer Richtung abgeklärt werden, ebenso eine orthopädische oder 

neurologische Beschwerdeschilderung. Es gibt keinen eindeutigen Zusammenhang 

zwischen der Lokalisation und dem Ausmaß der Thrombose. Im Falle eines 

Verdachts auf eine TVT ist außerdem zu beachten, dass nur bei weniger als der 

Hälfte der Patienten tatsächlich eine Venenthrombose nachgewiesen werden kann 

(Birdwell et al., 1998; Huisman et al., 1986). Zu den Differzialdiagnosen der TVT 

zählen vor allem muskuloskeletale Veränderungen, eine venöse Insuffizienz und 

Erkrankungen des lymphatischen Systems der unteren Extremität (Hull et al., 1981). 

Wichtige Risikofaktoren der TVT sollten bei allen Patienten erfragt werden. Diese 

beinhalten Immobilisation, kürzlich erfolgte Operationen, Übergewicht, Traumata der 

unteren Extremität, maligne Erkrankungen, Hormonersatztherapie oder eine 

Einnahme von Kontrazeptiva, Schwangerschaft, Schlaganfall und zurückliegende 

Venenthrombosen. 

 

1.4.2 Diagnostische Methoden   

Kompressionssonographie: 

Die Kompressionssonographie stellt das wichtigste bildgebende Verfahren zum 

Ausschluss oder Nachweis einer TVT dar. Eine Beinvene lässt sich normalerweise 

durch Andruck der Ultraschallsonde vollständig komprimieren. Die fehlende 

Komprimierbarkeit eines Venenabschnitts im Querschnitt ist das wichtigste Zeichen 

einer Thrombose (Abbildung 4). Die Sensitivität und die Spezifität dieses Verfahrens 

liegt im Bereich der Femoral- und Poplitealvene bei ca. 97% (Habscheid et al., 1990; 

Lensing et al., 1989). Bei weiter distal gelegenen Thrombosen können unter 

optimalen Bedingungen ähnlich gute Ergebnisse erzielt werden (Lensing et al., 1989; 

Mattos et al., 1992). Bei einem suspekten Befund kann die erneute 



                                                                                               EINLEITUNG 

 

   
  19 

 

Ultraschalluntersuchung nach einer Woche helfen eine Venenthrombose  sicher 

auszuschließen (Cogo et al., 1998).  

Ein abnormaler venöser Blutfluss in der farbkodierten Duplexsonographie und das 

Vorhandensein von echogenen intravasalen Formationen gelten als weitere 

Anhaltspunkte einer TVT, wobei diese weitaus weniger spezifisch und sensitiv sind 

als die Kompressionsuntersuchung. 

Um die Lokalisation und das Ausmaß der Thrombose zu beschreiben, hat sich die 

Einteilung des tiefen Beinvenensystems in vier Etagen bewährt. Die 1. Etage stellen 

die tiefen Unterschenkelvenen dar, die 2. Etage die V. poplitea, die 3. Etage die V. 

femoralis und die 4. Etage die V. iliaca. Bei aufsteigenden Thrombosen wird deshalb 

der Begriff 2-, 3- und 4-Etagenthrombosen verwendet. 

 

Abbildung 2: Thrombose in gedoppelter Vena femoralis communis im linken Bild ohne und 

im rechten Bild mit Kompression (farbkodierte Duplexsonographie). Die Vene ist nicht 

komprimierbar  und zeigt einen echoreichen Thrombus im Venenlumen. 

 

 

 

 

Phlebographie und weitere bildgebende Verfahren: 

Bei der Phlebographie können die peripheren Beinvenen mittels Injektion eines 

röntgendichten Kontrastmittels unter Durchleuchtung dargestellt werden. Die 

Phlebographie wird mit einer nahezu 100%igen Sensitivität und Spezifität nach wie 
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vor als sicherstes Werkzeug zur Diagnose einer DVT betrachtet (Gaitini, 2007). Die 

Phlebographie bietet zur Abklärung von Thrombosen in kleinkalibrigen, verzweigten 

Gefäßen Vorteile gegenüber nicht-invasiven Verfahren, wird aber aufgrund der 

Strahlen- sowie Kontrastmittelbelastung nicht mehr als Routinetest durchgeführt.  

Ileocavale Thrombosen können auch mittels CT- und MR-Venographie dargestellt 

werden (Salcuni et al., 1996). Mittels MR-Venographie kann zudem eine akute von 

einer chronischen venösen Thrombose unterschieden werden (Yoshizako et al., 

1996). 

 

D-Dimere: 

Als weiteres Anzeichen gilt ein erhöhter D-Dimer-Wert. D-Dimere entstehen als 

Endprodukt bei der Proteolyse von Fibrinmonomeren und –polymeren (Abbildung 2) 

und stellen einen Plasmamarker für den Fibrinumsatz in vivo dar (Lip and Lowe, 

1995). Sie sind allerdings für den Nachweis einer venösen Thromboembolie nicht 

spezifisch, da sie auch bei arteriellen Thromboembolien in Form eines akuten 

Koronarsyndroms oder Schlaganfalls aber auch bei nicht thrombotischen 

Krankheiten wie Operationen, Blutungen, Tumoren, Traumata und Schwangerschaft 

erhöht sein können (Raimondi et al., 1993). Aufgrund der hohen Sensitivität und dem 

hohen negativ prädiktiven Wert,  ist die D-Dimer Bestimmung für den Ausschluss 

einer Phlebothrombose hilfreich (Righini et al., 2008). 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die genauen Mechanismen der venösen Thrombusentstehung sind noch nicht bis ins 

Letzte verstanden. Insbesondere der Einfluss zirkulierender TF-tragender 

Mikropartikel auf die Pathophysiologie der Thrombose bedarf genauerer 

Untersuchungen. 

In dieser Arbeit sollte in einem klinischen Studienrahmen der Frage nachgegangen 

werden, ob erhöhte Aktivitäten von zirkulierendem Tissue Faktor oder Mikropartikeln 

bei Patienten mit einer tiefen Venenthrombose (TVT) nachzuweisen sind. Dies sollte 

mithilfe verschiedener hämatologischer Nachweismethoden durchgeführt werden.  

Zusätzlich sollte durch die Untersuchung von Gerinnungsparametern und 

Entzündungsmarkern ein Hinweis auf weitere mögliche Funktionen des Tissue Factor 

Proteins in vivo gefunden werden. 

Sollten bei Patienten mit venösen Thrombembolien erhöhte Plasmaspiegel TF-

tragender Mikropartikel nachzuweisen sein, könnten diese Parameter auch als 

wichtige Entscheidungskriterien für die Durchführung einer vorrübergehenden oder 

auch dauerhaften prophylaktischen Antikoagulation als Primärprävention bei noch 

nicht erkrankten Risikopatienten genutzt werden.  
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2 Studienaufbau 

2.1 Studienpopulation und Einschlusskriterien 

Die Studienpopulation umfasste 48 Patienten mit einem akuten venösen 

thrombotischem Ereignis aus dem Gefäßzentrum am Klinikum rechts der Isar 

(München). Die Blutproben wurden nach Prüfung der Ein- und Ausschlusskriterien 

unmittelbar nach eigenhändigem dopplersonographischem Nachweis einer venösen 

Thrombose im Gefäßzentrum des Klinikums rechts der Isar durch periphervenöse 

Blutabnahme in die dafür vorbereiteten Röhrchen gewonnen. Alle Studienpatienten 

erteilten nach einer ausführlichen Aufklärung ihre schriftliche Einverständniserklärung 

für eine Blutentnahme und deren anschließende Untersuchung. Das Studienprotokoll 

wurde im Voraus von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 

Technischen Universität München genehmigt. 

2.2 Ausschlusskriterien 

Patienten, die  zum Zeitpunkt der Probenentnahme mit antikoagulatorischer 

Medikation oder Thrombozytenaggregationshemmern behandelt wurden, konnten 

aufgrund einer möglichen Beeinflussung des Studienergebnisses nicht an der Studie 

teilnehmen. 

2.3 Kontrollgruppe 

23 Patienten, bei denen sich der Verdacht auf ein thrombotisches Ereignis nach 

eingehender klinischer Diagnostik nicht bestätigte sowie gesunde Probanden, 

konnten in die Kontrollgruppe eingeschlossen werden. 

2.4 Studiendesign 

Da nicht modifizierend in das Geschehen eingegriffen und die Blutplasmawerte aller 

Patienten nur zu einem einzigen Zeitpunkt untersucht wurden, handelt es sich in der 

vorliegenden Arbeit um eine prospektive, beobachtende, transversale Studie. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Anamnese und Diagnostik 

Zur genauen Bestimmung der gegebenen Ein- und Ausschlusskriterien der 

Studienpopulation wurde eine ausführliche Anamnese erhoben und die Patienten 

bezüglich ihres Thromboserisikoprofils befragt.  

Die dopplersonographische Diagnostik erfolgte durch den Autor im Gefäßzentrum am 

Klinikum rechts der Isar (München). Hierbei wurde die Lokalisation und Ausdehnung 

der Thrombose jedes Patienten eindeutig dokumentiert. 

 

3.2 Probengewinnung 

Die venösen Blutproben wurden unmittelbar nach dopplersonographischer 

Diagnostik aus der Cubitalvene mithilfe einer Butterfly-Kanüle entnommen (1x EDTA-

Blut, 1x Serum-Monovette, 1x Citrat-Blut). 

Zeitnah zur Entnahme wurde das für die Zytokinbestimmung benötigte 

Serummaterial weiter bearbeitet. Nach dem Abzentrifugieren (3000 U/min, 10min, bei 

Raumtemperatur) wurde das aliquote Plasma bis zur weiteren Bestimmung von 

Zytokinen mittels ELISA im Gefrierschrank bei mindestens -20 °C aufbewahrt.  

Für die Bestimmung der prokoagulatorischen Aktivität der Mikropartikel wurde das  

Citratplasma innerhalb von 2 Stunden nach Blutabnahme bei Raumtemperatur weiter 

bearbeitet. Zur Isolierung von TF-haltigen Mikropartikeln wurde das Blutröhrchen 

zuerst bei 1000 U/min für 10 min ohne Bremse zentrifugiert. In einem weiteren Schritt 

wurde der verbleibende Überstand, das plättchenreiche Plasma (PRP), danach als 

Aliquot vorsichtig jeweils in ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und bei 

13000 U/min für 10 min zentrifugiert. Der erhaltene Überstand, das nun plättchenfreie 

Plasma, wurde wiederum in Aliquote aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 

und bei –80oC bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. 

Für die Thrombophiliediagnostik wurden von jedem Patienten zwei Citratmonovetten 

direkt in das Institut für klinische Chemie im Klinikum rechts der Isar geschickt. Dort 
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erfolgte die Untersuchung auf angeborene und erworbene Gerinnungsdefekte, 

welche den Nachweis einer Faktor-V-Leiden- oder Prothrombin-20210A-Mutation, 

eines Antithrombin III- sowie Protein-C- und S-Mangels, eines Lupus-Antikoagulans  

sowie eines erhöhten Faktor VIII ermöglichte. 

 

3.3 Grundlagen des Verfahrens zur Bestimmung der 

prokoagulatorischen Tissue Faktor Aktivität 

Die funktionelle Aktivität des TF-Proteins lässt sich aus der Bildung des aktivierten 

Faktor Xa (FXa) bestimmen. Wie aus Abbildung 2 (S. 7) ersichtlich, spaltet der 

TF/FVIIa Komplex FX entweder direkt oder indirekt über eine FIX-Aktivierung. Der 

hier verwendete FXa-Generation-Assay (American Diagnostica) beruht auf der 

direkten Aktivierung von FX und wurde in An- und Abwesenheit von 100 µg/ml 

Kaninchen-anti-TFPI-1-IgG (Dr. W. Ruf, LaJolla, USA) oder nicht-immunen 

Kaninchen-IgG-Antikörpern (Sigma) durchgeführt.  

Die Menge an gebildetem FXa wird durch seine Fähigkeit, hoch spezifisch das  

Substrat Spectrocyme® Xa zu spalten, nachgewiesen. Spectrocyme® Xa ist ein 

chromogenes Substrat bei dessen Spaltung ParaNitroaniline (pNA), ein gelblicher 

Farbstoff gebildet wird (Abbildung 5, S. 25). Je mehr Substrat umgesetzt wird, desto 

höher wird dabei die optische Dichte des Ansatzes. Die enzymatische Aktivität von 

Tissue Faktor konnte also durch die Messung des Anstieges der Lichtabsorption 

(optische Dichte)  von pNA bei 405 nm über einen bestimmten Zeitraum mit Hilfe 

eines Photometer/ELISA-Plattenlesegerätes gemessen werden. Lag das Substrat 

Spectozyme® FX im Überschuss vor, war dieser Absorptionsanstieg proportional zur 

FXa Bildung und somit auch zur TF-Enzymaktivität. Die genaue TF-Aktivität der 

untersuchten Proben konnte dann an einer zuvor erstellten Standardkurve abgelesen 

werden. 
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Abbildung 5: Spectrocyme® Xa ist ein chromogenes Substrat mit dem Farbstoff para-

Nitroanilin (pNA) in gebundener Form. Aktivierter Faktor Xa besitzt die Fähigkeit, pNA 

abzuspalten. Es kommt zu einer Gelbfärbung und Anstieg der Lichtabsorption. 

 

3.4 Messung der prokoagulatorischen Tissue Factor-Aktivität im 

Blutplasma 

Zur Bestimmung der prokoagulatorischen TF-Aktivität im Patientenplasma wurde der 

ANTICHROME® TF activity Kit (American Diagnostica) verwendet.  

Im einem ersten Schritt wurde dazu 50 µl Pufferlösung (pH 8,4), 25 µl 

Patientenplasma, 25 µl FVIIa-Lösung und 25 µl FX-Lösung für 15 min bei 37 °C 

inkubiert.  Dem Ansatz wurden daraufhin das Spectrocyme® Xa-Substrat 

hinzugegeben und für weitere 20 min bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion 

begann sofort nach der Zugabe von Spectrocyme® Xa mit der Freisetzung von p-

Nitroaninillin (pNA) als Chromophor durch Faktor Xa. Die Reaktion wurde nach 20 

min durch die Zugabe von Eisessig gestoppt. Anschließend erfolgte die 

photometrische Messung des Anstiegs der optischen Dichte im ELISA-Lesegerät. 

Dies stellt ein Maß für die Umsetzung von Faktor X zu Xa durch den TF/Faktor VIIa 

Komplex dar. Zur Umrechnung des Anstieges der optischen Dichte in TF-Aktivitäts-

Units, wurde eine zuvor erstellte Standardkurve benutzt. Die Standardkurve wurde 

durch Messung des Anstieges der optischen Dichte der jeweiligen Standardproben 

erstellt, wobei die Aktivität von einem Pikogramm lipidiertem, rekombinantem Tissue 

Faktor als eine TF-Aktivitäts-Unit definiert wurde. 

XaX

MeO-CO-D-CHG-Gly-Arg-pNA MeO-CO-D-CHG-Gly-Arg

TF / FVIIa Komplex

+ pNA

(Spectozyme®) 
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3.5  Messung der mikropartikelassoziierten prokoagulatorischen 

Aktivität 

Die Mikropartikel assoziierte prokoagulatorische Aktivität im Patientenplasma wurde 

mithilfe des ANTICHROME® Micropartikel activity Kit (American Diagnostica) 

gemessen. Bei diesem Verfahren wird die FXa-Bildung nach dem Abfangen von 

Mikropartikeln durch Antikörperbindung mittels biotinyliertem AnnexinV gemessen, 

ohne zusätzliches Hinzufügen von Phospholipiden. 

Für den Versuchsansatz wurde das zuvor bei -80 °C aufbewahrte, plättchenfreie 

Plasma für 15 min bei 37 °C aufgetaut. Dieses Plasma wurde mit Calcium, Faktor Xa 

und Thrombininhibitoren versetzt und in einer Mikro-ELISA-Platte, die mit  

Streptavidin und biotinyliertem AnnexinV beschichtet war, bei 37 °C für eine Stunde 

inkubiert. Nach fünfmaligem Auswaschen der Vertiefungen der Mikro-ELISA-Platte 

mit dem Kit beiliegenden Waschlösung wurde dem Ansatz gereinigtes humanes 

Prothrombin zugefügt und daraufhin für weitere 10 min bei 37 °C inkubiert. Im 

Folgenden bildete sich aus Prothrombin das als Serinprotease wirksame Thrombin, 

das durch die Zugabe eines Thrombin-spezifischen chromogenen Substrats 

quantifiziert werden konnte. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 2% 

Zitronensäure beendet. Anschließend wurde nach weiteren 10 min, in denen sich die 

Farbe stabilisierte, der Anstieg der optischen Dichte mit einer Lichtwellenlänge von 

405 nm (A405) gemessen. Im Abgleich mit einer gleichzeitig erstellten Standardkurve  

konnte die prokoagulatorische Aktivität von Mikropartikeln bestimmt werden. 
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3.6 Quantifizierung von zirkulierendem Tissue Factor-Antigen 

Um die genaue Konzentration von TF-Protein in den Zelllysaten zu bestimmen, 

wurde ein IMUBIND® Tissue Faktor ELISA Kit (American Diagnostic GmbH, 

Pfungstadt, Deutschland) verwendet. Dieses enthielt eine 96-Lochplatte, die am 

Boden mit einem monoklonalen Antikörper gegen humanen Tissue Faktor 

beschichtet war. Die zur Messung verwendeten aufgetauten Plasmaaliquote wurden 

in die Platte gegeben. Nach Inkubation kam es zur Bindung von humanem TF am 

Boden der Platte. Anschließend erfolgte die Zugabe eines zweiten, spezifisch gegen 

TF gerichteten Detektionsantikörpers, welcher nach Hinzufügen eines Enzym-

Konjugats einen Antikörper-Enzymkomplex bildete. Überschüssige ungebundene 

Antikörper wurden durch mehrfaches Waschen der Platte mit Aqua dest. entfernt. 

Nach Zugabe des Substrates Tetra-Methylbenzidin kam es zu dessen 

peroxidaseabhängiger Spaltung. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,5 molarer 

Schwefelsäure gestoppt. Dies führte zu einer Gelbfärbung der Lösung, die mit dem 

Photometer bei 450 nm gemessen werden konnte. Die Intensität der Farbe war dabei 

der Konzentration des entstandenen Produkts und damit auch der Konzentration des 

zu bestimmenden TF-Antigens in der Probe proportional. Anhand einer 

Standardkurve, die für jeden Versuch für den Bereich von 0 pg/ml bis 1000 pg/ml 

erstellt wurde, konnte dann der genaue Proteingehalt im Blutplasma bestimmt 

werden. Die Nachweisgrenze lag bei ca. 10 pg/ml TF-Protein. 

 

3.7 Plasmakonzentrationsbestimmung von Prothrombinfragment F1+2 

Zur Bestimmung von Human-Prothrombinfragment F1+2 wurde der 

Enzymimmunoassay Enzygnost F1+2 micro der Firma Behring AG (Marburg, 

Deutschland) verwendet. In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurde nach Vorlage 

von 50μl Probenpuffer F1+2 entweder 50 μl Standard, Kontrolle oder Probe pipettiert. 

Bei der ersten Immunreaktion bindet der fixierte Kaninchen-Antikörper gegen F1+2 

das in der Probe vorhandene humane F1+2-Antigen. Nach einer Inkubationszeit von 

30 min bei 37°C wurden alle Vertiefungen abgesaugt und mit 0,3 ml verdünnter 
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Waschlösung (Tween-haltige 90 mM Phosphatpufferlösung) zweimal gewaschen. 

Anschließend wurden 100 μl Konjugatlösung (Anti-Human-Prothrombin, POD-

Konjugat) zugegeben und bei 37°C für 15 min inkubiert. In dieser zweiten 

Immunreaktion bildete der peroxidasekonjugierte Antikörper gegen Human-

Prothrombin aufgrund freier F1+2-Determinanten mit dem fixierten Antigen-

Antikörper-Komplex einen Sandwich-Komplex. Die überschüssigen 

enzymkonjugierten Antikörper wurden ausgewaschen (dreimal mit 0,3 ml verdünnter 

Waschlösung). Nach dem Waschvorgang erfolgte die Zugabe von 100 μl 

Chromogen-Puffer/Substrat-Lösung (o-Phenylendiamin-dihydrochlorid und 

Wasserstoffperoxid). Nach weiteren 15 min Inkubationszeit unter Lichtschutz bei 20 

bis 25 °C wurde die Reaktion mit 100 μl 0,5 N Schwefelsäure abgestoppt. Die 

Extinktion des entstandenen Farbstoffes wurde innerhalb einer Stunde gegen 

destilliertes Wasser bei einer Wellenlänge von 492 nm photometrisch gemessen. 

Anhand der berechneten Extinktionsmittelwerte der Standards konnte der F1+2-

Gehalt der Proben ermittelt werden. 

 

3.8 Konzentrationsbestimmung der Entzündungsmediatoren 

Zur Bestimmung der Konzentration von IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 wurde mit 

dem Human Inflammation - Cytometric Bead Array (CBA) (Becton-Dickinson, San 

Jose, USA) ein Verfahren genutzt, das die Durchflusszytometrie mit 

Fluoreszenzdetektion und einen enzymgekoppelten Immunadsorptionstest 

(Enzymelinked Immuno Sorbent Essay, ELISA) miteinander verbindet. Dabei lassen 

sich in einer Probe multiple Zytokine bestimmen. Dabei wurde im ersten Schritt die 

Probe zu einem monoklonalen Antikörper gegen das jeweilige Interleukin pipettiert 

und in einem zweiten Schritt nach Zugabe eines enzymmarkierten polyklonalen 

Antikörpers ein Sandwichkomplex ausgebildet. Mit Zugabe einer chromogenen 

Lösung wurde ein enzymabhängiger Farbwechsel erreicht, dessen Absorption bei 

450 nm mittels Glasfaseroptik gemessen werden kann. Die Farbintensität ist dabei 

proportional der in der Probe gebundenen Antikörper und somit der 

Interleukinmenge. Der Human Inflammation-CBA basiert auf sechs Bead 
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Populationen mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten. Nach Inkubation der 

Proben mit Fluoreszenz-Farbstoff (Phycoerythrin)-konjugierten Detektionsantikörpern 

bildeten sich Sandwich-Komplexe zwischen den Capture- Antikörpern, den Zytokinen 

und den Detektions-Antikörpern aus. Die gemischten Bead Populationen konnten im 

Durchflusszytometer im Fluoreszenzkanal FL-3 diskriminiert werden, während die 

Fluoreszenzintensität im Fluoreszenzkanal FL-2 die Menge der jeweiligen Zytokine 

widerspiegelte. Zusammen mit einer Eichreihe konnten so die Zytokin-

Konzentrationen im Kultur-Überstand berechnet werden. Die Auswertung am 

Computer erfolgte mit Hilfe der Becton Dickinson Cell Quest- und CBA-Software.  

Tabelle 1: Detektionsgrenzen der Zytokine: 

Zytokin Detektionsgrenzen (pg/ml) 

IL-1ß 7,2 pg/ml 

IL-6 2,5 pg/ml 

IL-8 3,6 pg/ml 

IL-10 3,3 pg/ml 

IL-12 1,9 pg/ml 

TNFα 3,7 pg/ml 

 

3.9 Weitere Labordiagnostik 

Die Bestimmung des Differentialblutbildes sowie der Serumkonzentrationen von C-

reaktivem Protein (CRP), D-Dimer und Fibrinogen wurde in der Routinediagnostik am 

Institiut für Klinische Chemie des Klinikums München RDI bestimmt. Weiterhin wurde 

bei jedem Patienten nach dessen Einwilligung eine umfassende 

Thrombophiliediagnostik durchgeführt. Hierzu wurden das Vorliegen von Faktor-V-

Leiden, Prothrombin-20210A-Mutation, Antithrombin III-Mangel, Lupus -

Antikoagulans, erhöhtem Faktor VIII, Protein-C-Mangel und Protein-S-Mangel 

analysiert. 
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3.10 Statistische Auswertung 

Die deskriptive Auswertung der Studienergebnisse erfolgte durch die Berechnung 

der Mittelwerte (MEAN) sowie der Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Zur 

Bestimmung der Unterschiede zwischen den Patienten- und Kontrollgruppen wurde 

der Wilcoxon-Test für verbundene Stichproben angewendet. Zur Beschreibung von 

Zusammenhängen diente sowohl die Korrelations- als auch die lineare 

Regressionsanalyse. Entsprechend der Annahme, dass es sich bei den Werten um 

nicht parametrische Verteilungen handelt, wurde der Spearman-

Korrelationskoeffizient verwendet. Beim Prüfen von Zusammenhängen wurde der p-

Wert immer unter einer zweiseitigen Fragestellung betrachtet. Ein p-Wert < 0,05 

wurde als statistisch signifikant gewertet. 

Software: 

Alle graphischen Darstellungen und statistischen Auswertungen sind mit dem 

Softwareprogramm SPSS für Windows, Version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois) 

ausgeführt worden. 
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4 Ergebnisse 

4.1  Charakterisierung der Studienpopulation 

Insgesamt wurden 48 Thrombosepatienten und 23 Kontrollpersonen in die Studie 

eingeschlossen. Die Patientenparameter und Blutplasmawerte der TVT Patienten 

sind zusammen mit den Ergebnissen der Thrombophiliediagnostik in Tabelle 2 

dargestellt. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der TVT 58 

Jahre und in der Kontrollgruppe 54 Jahre. In beiden Gruppen war der Anteil an 

Männern zu Frauen annähernd 1:1.  

Das Ausmaß der Thrombose konnte mithilfe doppler-sonografischer Untersuchung 

genau bestimmt werden. Bei 43 Patienten (90%) konnte eine Thrombose der unteren 

Extremität diagnostiziert werden, während fünf Patienten (10%) an einer 

Armvenenthrombose litten. Die  Ausdehnung an der unteren Extremität zeigte sich zu 

10% als isolierte Muskelvenenthrombose, zu 69% bis popliteal und zu 44% bis in den 

Iliacofemoralbereich. Es waren dabei Mehretagenthrombosen möglich, so dass sich 

die einzelnen Anteile zu mehr als 100% addieren. Bei acht Patienten wurde eine 

Lungenarterienembolie diagnostiziert, wobei bei drei dieser Patienten eindeutig eine 

Venenthrombose der unteren Extremität nachgewiesen werden konnte. In 15% der 

Fälle wurde die VT aufgrund der Patientenanamnese als Rezidiv gewertet. 

Bei  27 Patienten (56%) konnten ein oder mehrere prädisponierende Faktoren für 

eine TVT nachgewiesen werden. 21 Patienten (44%) erlitten eine idiopathische 

Thrombose. Etwa ein Viertel der Patienten mit Riskikofaktoren hatten einen kürzlich 

durchgeführten operativen Eingriff vorzuweisen, ein Viertel der Risikopatienten 

präsentierte sich mit einer zusätzlichen malignen Erkrankung, bei einem weiteren 

Viertel war eine vorangegangene Immobilisation zu erfragen.  

48% (n=23) der TVT Patienten wurden positiv auf mindestens einen 

Thrombophiliemarker getestet (Tabelle 2). Unter den gefundenen Markern waren 

Antithrombin III Mangel, Prothrombin 20210A Mutation, Lupus-Antikoagulans, 

erhöhter Factor VIII, Protein C Mangel und Faktor V Leiden Mutation. Bei den 
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meisten davon konnte nur ein prädisponierender Marker festgestellt werden, 

während drei Patienten mehr als einen Gerinnungsdefekt aufwiesen.  

 

Tabelle 2: Patientenparameter und Blutplasmawerte bei TVT Patienten 

Parameter TVT (n=48) Referenzwerte 

Alter 57,5 ±17,0  

Geschlecht (Männlich) 25 (52%)  

Lokalisation der Thrombose:   

      Venenthrombose der unteren Extremität 43 (90%)  

          Iliaco-femoralvenenthrombose 21 (44%)  

          Poplitealvenenthrombose 33 (69%)  

          Isolierte Muskelvenenthrombose 5 (10%)  

      Venenthrombose der oberen Extremität 5 (10%)  

Lungenembolie 8 (17%)  

Prädisponierende Faktoren:   

      Malignomdiagnose 5 Jahre vor VT 10 (21%)  

      Operativer Eingriff innerhalb 30 Tage vor VT            11 (23%)  

      Immobilisation innerhalb 30 Tage vor VT 13 (27%)  

      Aktuelle Östrogentherapie 4 (8%)  

      Übergewicht 4 (8%)  

      Postpartum 0 (0%)  

TVT Rezidiv 7 (15%)  

Thrombophilie-Diagnostik:   

     Faktor-V-Leiden, n (%) 9 (19%)  

     Prothrombin 20210A Mutation, n (%) 2 (4%)  

     Lupus-Antikoagulans, n (%) 6 (12%)  

     Erhöhter Faktor VIII, n (%) 8 (17%)  

     Protein-C-Mangel, n (%) 2 (4%)  

     Protein-S-Mangel, n (%) 0 (0%)  

    Antithrombin III-Mangel, n (%) 1 (2%)  

Blutplasma-Werte:   

     Fibrinogen [mg/dl] 469.5 ±21,7 200-450 

     D-Dimer [µg/l] 1367.6 ±482,1 <500 

     Leukozyten [G/l] 8.5 ±0,5 4,0-9,0 

    Thrombozyten [G/l] 219.2 ±16,8 150-450 

    Thrombinzeit [sec] 33.6 ±11,0 14-21 

    aPTT [sec] 32.4 ±1,8 26-37 

    INR  1.1 ±0,1  

    CRP [mg/dl] 4.0 ±0,6 <0.5 
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4.2 Ergebnisse der Gerinnungsdiagnostik 

Bei der Bestimmung der Plasmakonzentrationen des Prothrombinfragments F1+2 

konnte eine signifikante Erhöhung in der Thrombosegruppe im Vergleich zur 

Kontrollgruppe festgestellt werden (Tabelle 3). In der TVT-Gruppe lagen die 

Mittelwerte bei 310.5 ±42.9 nmol, während in der gesunden Patientenpopulation nur 

etwa halb so hohe Werte von 163.6 ±104 nmol ermittelt wurden. Die D-Dimere lagen 

in der TVT-Gruppe mit 1367.6 ±482.1 µg/l im Mittel deutlich über dem Referenzwert 

von 500 µg/l (Tabelle 2). 

Obwohl eine Aktivierung der plasmatischen Gerinnung hierdurch indirekt 

nachgewiesen werden konnte, wurden keine Unterschiede in der 

Antigenkonzentration und Aktivität von zirkulierendem TF gemessen. TF-Antigen 

konnte nur bei 3 TVT-Patienten mit Maximalwerten von 375 pg/ml nachgewiesen 

werden. Gleichzeitig waren die TF-Plasmaaktivitäten jeweils im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nicht erhöht. Eine weitere Aktivitätserhöhung nach Inhibition mit 

endogenem TFPI konnte nicht beobachtet werden (0.37 ±0.2 pg/ml) vs. 0.43 ±0.2 

pg/ml). Ebenso zeigte die Mikropartikel-assoziierte TF-Aktivität zwischen TVT-

Patienten (6.2 ±0.6 nM) und Kontroll-Patienten (5.2 ±3.1 nM) keine signifikanten 

Unterschiede (Tabelle 3). 

 

4.3 Ergebnisse der Zytokindiagnostik 

Neben der Messung von Gerinnungsparametern wurden die Plasmakonzentrationen 

einiger, für eine Entzündungsreaktion wichtige Zytokine analysiert. Bei TVT Patienten 

waren deutlich erhöhte Konzentrationen der Entzündungsmarker IL-6 und IL-8 im 

Vergleich zur Kontrollgruppe nachzuweisen (Tabelle 3). Im Mittel lagen die 

Konzentrationen für IL-6 bei 9.6 ±1.5 pg/ml und IL-8 bei 11.9 ±2.2 in der TVT-

Gruppe. Die erhöhten Plasma CRP-Werte unterstreichen eine entzündliche Reaktion 

bei Patienten mit TVT. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Analyse der weiterhin 
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gemessenen Entzündungsmarker IL-1-β, IL-10, IL-12 und TNF-α kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen.  

Zwischen den erhöhten Zytokinkonzentrationen IL-6 und IL-8 wie auch den F1+2 

Werten konnte mithilfe einer multivariaten Datenanalyse keine Korrelation mit dem 

Ausmaß der venösen Thrombose, den Risikofaktoren und dem Auftreten von 

Symptomen festgestellt werden. Bei der statistischen Analyse von TF-Aktivitäten, 

den IL-6-, IL-8- und F1+2-Werten konnten ebenfalls keine Abhängigkeiten 

untereinander nachgewiesen werden. 

 

Tabelle 3: Gerinnungsparameter und Zytokinkonzentrationen in der Studien- 

und Kontrollgruppe  

Parameter TVT (n=48) Kontrollen (n=23) p 

Prothrombin Fragment F1+2 

[nmol] 
310.5 ±42.9 163.6 ±104 < 0.005 

TF Antigen [pg/ml] 18.9 ±11.0 0.0 ±0.1 n.s. 

TF-Aktivität [pM] 0.37 ±0.2 0.36 ±0.99 n.s. 

TF-Aktivität+anti-TFPI mAB [pM] 0.43 ±0.2 0.14 ±0.28 n.s. 

Micropartikel-Aktivität [nM] 6.2 ±0.6 5.2 ±3.1 n.s. 

IL-1β [pg/ml] 1.4 ±0.2 28.0 ±54.7 n.s. 

IL-6 [pg/ml]  9.6 ±1.5  1.7 ±4.2 < 0.005 

IL-8 [pg/ml] 11.9 ±2.2 3.2 ±4.2 < 0.005 

IL-10 [pg/ml] 2.1 ±0.4 0.8 ±1.7 n.s. 

IL-12 [pg/ml] 1.7 ±0.2 2.1 ±2.6 n.s. 

TNF-α [pg/ml] 1.7 ±0.2 1.9 ±2.2 n.s. 

(n.s. = nicht signifikant) 
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5 Diskussion 

5.1 Einleitung 

Die Ergebnisse der durchgeführten klinischen Studie zeigen, dass die Plasmaaktivität 

von freiem sowie MP-gebundenem TF bei einem Patientenkollektiv mit akuter 

venöser Thrombose, im Vergleich zu einer thrombosefreien Patientengruppe, nicht 

erhöht ist. Ein Zusammenhang der prokoagulatorischen Aktivität von TF mit 

Inflammation und der Ausdehnung der Thrombose ließ sich ebenfalls nicht 

nachweisen. Thrombosepatienten sind bisher nicht im gleichen Rahmen mit den hier 

angewendeten TF-Aktivitäts Assays untersucht worden. Dem gegenüber konnte eine 

verstärkte systemische Inflammation, insbesondere erhöhte Konzentrationen von IL-

6 und IL-8, bei Patienten mit thrombembolischen Ereignissen bestätigt werden, wie 

schon in anderen Arbeiten beschrieben (Fox and Kahn, 2005; van Aken et al., 2000). 

 

5.2 Beurteilung der Tissue Factor-Aktivität bei akuter venöser 

Thromboembolie 

Welche genauen Prozesse für die Entstehung einer VT verantwortlich sind, ist bisher 

nicht ausreichend untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals in einer 

klinisch monozentrischen Studie die prokoagulatorische Aktivität von zirkulierendem 

Tissue Factor in einer unselektierten Population mit thromboembolischen Ereignissen 

untersucht. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wiesen bisherige 

Studien auf erhöhte Konzentrationen an Plasma TF-Antigen (Smith et al., 1999; 

Vieira et al., 2007) sowie eine erhöhte Anzahl an Mikropartikeln bei Patienten mit 

einer TVT hin (Ay et al., 2009). Die abweichenden Resultate sind möglicherweise 

eine Folge methodischer Unterschiede (Butenas et al., 2005). Bisher fehlen 

standardisierte Testverfahren in der klinischen Diagnostik, die eine verbesserte 

Vergleichbarkeit von Daten ermöglichen würden. Bei der in dieser Studie 

verwendeten Mikropartikelquantifizierung mittels TF Aktivitäts Assays wird aktuell 

eine höhere Sensitivität und Reproduzierbarkeit im Vergleich zu den bisherigen 

Verfahren angenommen  (Lechner and Weltermann, 2008). Tierexperimentelle 
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Studien konnten die Anwesenheit von TF-Antigen eingebettet in Blutgerinnseln und 

an Leukozyten nachweisen (Hoffman et al., 2006; Zhou et al., 2009), ebenso erfolgte 

der Nachweis von TF-Aktivität und TF-Antigen in venösem Thrombusmaterial von 

thrombektomierten Patienten (Himber et al., 2002). Diese Ergebnisse wiesen aber 

noch nicht auf die genauen Quellen des zirkulierenden TF hin, da mittels Antigen 

Methoden ebenfalls der alternativ gespleißte TF (asTF) bestimmt wird (Bogdanov et 

al., 2006). Diese lösliche TF-Form trägt nicht in signifikantem Umfang zur 

prokoagulatorischen Aktivität von TF bei, spielt aber bei der Angiogenese eine 

wichtige Rolle (van den Berg et al., 2009). Es liegen jedoch auch Daten vor, die auf 

eine ‚Decryption‘ der TF-Expression auf MPs hinweisen, welche durch das Auftauen 

der Proben zustande kommen kann (Lechner and Weltermann, 2008). Auch unsere 

MP-Proben wurden zur weiteren Analyse wieder aufgetaut, wobei dieser Schritt bei 

allen Proben der Studien- und Kontrollgruppe in gleicher Weise erfolgte. 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit stellen nach dem heutigen Kenntnisstand unter 

Verwendung des FXa-Generation Assay vermutlich mit einer höheren Genauigkeit 

die funktionellen Eigenschaften und das thrombogene Potential von zirkulierendem 

TF-Protein dar, als die alleinige Bestimmung von Antigenkonzentrationen oder 

Quantifizierung von Mikropartikeln.  

In der vorliegenden Arbeit konnte keine erhöhte TF-Aktivität bei akuten venösen 

Thrombosen nachgewiesen werden. Außerdem ergab sich kein Anhalt für eine 

Beteiligung von zirkulierendem TF und TF präsentierenden MPs an der Entstehung 

einer venösen Thrombose. In die Beurteilung der Daten sind aber auch eventuelle 

Unterschiede in der TF-Aktivität, vor allem in Bezug auf prothrombotische Effekte 

(Bach, 2006) und das relativ lokalisierte Geschehen einer venösen Thrombose in 

Mikrokompartimenten der Blutzirkulation einzubeziehen. Beide Phänomene könnten 

Tissue Factor einem möglichen Nachweis im Blutplasma entzogen haben. Zusätzlich 

könnten die Einflüsse von zellulären Blutbestandteilen und des Endothels zu einer 

nicht nachzuweisenden Aktivitätsveränderung von TF im gesamten Blutplasma 

geführt haben. 
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Die Aktivierung des plasmatischen Gerinnungssystems konnte bei den untersuchten 

TVT-Patienten durch eine fast auf das Doppelt erhöhte Prothrombinfragment-

Konzentration (F1+2) im Blutplasma indirekt nachgewiesen werden. In 

experimentellen und klinischen Studien wurde gezeigt, dass die F1+2 Konzentration 

mit der FVII Aktivität korreliert (MacCallum et al., 2000) und der Tissue Factror/FVIIa 

Komplex der Aktivierung des Gerinnungssystems zugrunde liegt (Miller et al., 1991). 

Unsere Ergebnisse bestätigen die Annahme, dass eine Thrombinbildung im Rahmen 

der venösen Thrombose stattfindet, allerdings bleibt ein Nachweis erhöhter Aktivität 

des Tissue Faktors aus bisher nicht abschließend einzugrenzenden Gründen aus. 

Eine mögliche Erklärung wäre eine relativ kurze Halbwertszeit der TF-Aktivität im 

Blutplasma in vivo. In tierexperimentellen Studien sank die TF-Aktivität innerhalb von 

24 Stunden wieder auf das Ausgangsniveau ab (Taubman et al., 1993). Die 

tatsächliche Diagnosestellung einer Thrombose erfolgt aber meist erst nach 

mehreren Tagen im Zusammenhang mit dem Ausbleiben einer Besserung der 

klinischen Symptome. Insofern können wir nicht ausschließen, dass nach dieser 

Latenz auch in unserem Studienablauf  keine erhöhte TF-Aktivität mehr nachweisbar 

war.  

Bidot et al. konnten in einer aktuellen Studie eine erhöhte MP-assoziierte 

Thrombinbildungsaktivität bei Patienten mit rezidivierenden Thrombosen im Vergleich 

zu Kontrollen nachweisen (Bidot et al., 2008). Neben der Bestimmung der Gesamt-

Thrombinbildung wurden die Mikropartikel im Unterschied zu der hier angewendeten 

Methode durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation isoliert und nicht mithilfe von 

Antikörperbindung. Dies könnte schon in der Versuchsvorbereitung zu einer ex vivo 

Aktivierung und ungewollter Veränderung der Mikropartikeleigenschaften geführt 

haben. 

Bisher erhärtet eine weitere Studie die Annahme, dass TVTs auch ohne eine erhöhte 

TF-Aktivität entstehen können. Entsprechend unserer erhobenen Daten 

beobachteten Tesselaar et al. 2007 keinen signifikanten Unterschied  der MP-

assoziierten TF-Aktivität zwischen Patienten mit idiopathischen Thrombosen und 

Gesunden aus einer Kontrollgruppe. Dabei benutzten sie einen Test, bei dem negativ 

geladene Phospholipide dem System zugeführt wurden und allein der TF- Anteil der 
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MPs für das Ergebnis ausschlaggebend war (Tesselaar et al., 2007). Andererseits 

fanden sie bei Patienten mit TVT und einem zusätzlichen Tumorleiden eine 

signifikant höhere MP-assoziierte TF-Aktivität im Vergleich zur gesunden 

Studienpopulation (Tesselaar et al., 2009). Dieser Zusammenhand bestand jedoch 

nicht bei Patienten mit idiopathischer TVT sowie einer Patientengruppe mit 

metastasiertem Tumorleiden, die eine TVT währen einer chemotherapeutischen 

Behandlung entwickelten. 

Obwohl die Pathomechanismen der koronaren Atherothrombose vermehrt Anhalt für 

eine Beteiligung von zirkulierendem TF geben (Huisse et al., 2009; Morel et al., 2009; 

Steppich et al., 2009), weisen unsere Daten auf eine nur untergeordnete Rolle von 

zirkulierendem TF/TF+MPs bei VTs hin. 

Es stellt sich außerdem die Frage, ob die TF-Aktivität als prognostischer Marker bei 

VT-Patienten von Bedeutung sein könnte. Bisher ist ein Vergleich von TF- 

Konzentrationen und Aktivitäten ohne eine internationale standardisierte Methode 

aber nicht möglich. Es gibt bisher ebenfalls keine prospektiven Studien, die TF- 

Konzentrationen als einen Marker für das Thromboserisiko belegen würden, obwohl 

bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen, entzündlichen Veränderungen oder 

Malignomen erhöhte MP-TF Konzentrationen dokumentiert worden sind (Key, 2010). 

Venöse Thrombosen sind multifaktorielle Ereignisse (Vogel, 1994). Obwohl unsere 

Ergebnisse bestätigen, dass die plasmatische Gerinnungskaskade über eine 

Thrombinaktivierung erfolgt, kann eine eindeutige Theorie zur Initiierung der VT, 

aufgrund des derzeitigen Kenntnisstands in der Hämostaseologie, daraus nicht 

abgeleitet werden. 

 

5.3 Zusammenhang von Inflammation, Thrombose und Tissue Factor 

In großen klinische Studien konnten erhöhte Werte von IL-6 und IL-8 bei venösen 

Thromboembolien nachgewiesen werden (Fox and Kahn, 2005; van Aken et al., 

2000). Unsere Daten können diesen Zusammenhang durch den Nachweis erhöhter 



                                                                                     DISKUSSION 

 

   
  39 

 

Zytokinkonzentrationen von IL-6 und IL-8 im Blutplasma von Thrombosepatienten 

bestätigen.  

IL-6 gilt als eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine, die für die Sekretion 

von Akute-Phase-Proteinen in Hepatozyten, wie Fibrinogen, CRP und Albumin 

verantwortlich sind (Baumann and Gauldie, 1990). Es vermittelt zusammen mit IL-8 

auch prokoagulatorischen Prozesse auf Monozyten (Neumann et al., 1997; Ott et al., 

1998). IL-8 wird von verschiedenen Zelltypen produziert u.a. von Endothelzellen, 

Monozyten, Neutrophilen und Fibroblasten (Hoch et al., 1996). Die 

proinflammatorische Zytokine IL-1β und TNF-α können die IL-8-Synthese stimulieren 

(Baggiolini et al., 1994). Koaguliertes Blut induziert in vitro die Produktion von IL-8 

(Johnson et al., 1998). Auch Faktor Xa, Thrombin und Firbin lösen durch die 

Aktivierung von Endothelzellen die Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus (Sower et al., 

1995; van der Poll et al., 2001) 

Bisherige Hinweise für eine in vivo Stimulation von Entzündungsprozessen durch 

Gerinnungsfaktoren ergaben sich nach Infusion von rekombinantem Faktor VIIa bei 

gesunden Personen. Es zeigten sich im zeitlichen Verlauf drei- bis vierfach erhöhte 

Plasmawerte für die Zytokine IL-6 und IL-8 (de Jonge et al., 2003).  

Die in unseren Daten beobachteten Veränderungen der Entzündungsmarker zeigten 

jedoch weder eine Korrelation mit der klinische Charakteristik noch der 

Thrombinbildung, so dass eine eindeutige Assoziation zwischen Inflammation und 

venöser Thrombose nicht zu bestätigen ist. 

Zum Zeitpunkt der Diagnose einer venösen Thrombose lassen die nachgewiesenen 

inflammatorischen Prozesse bei einmaliger Bestimmung der Entzündungsparameter 

keine Rückschlüsse zu, ob sie Auslöser der Thrombose sind oder als Reaktion auf 

das thrombotische Ereignis entstehen. Hierfür wäre eine Verlaufsmessung der 

inflammatorischen Parameter sinnvoll. So beobachteten Roumen-Klappe et al. die 

Konzentrationen von inflammatorischen Markern in einer klinischen Studie ab dem 

Zeitpunkt der Diagnosestellung über fünf Tage. Hierbei erhärtete sich der Verdacht, 

dass der Thrombose eine reaktive Entzündung folgt, da die Interleukin-
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Konzentrationen nach der ersten Bestimmung kontinuierlich abfielen und keine 

signifikanten Unterschiede zwischen idiopathischen und sekundären Thrombosen 

festzustellen waren (Roumen-Klappe et al., 2002).  

Bei Betrachtung unserer Ergebnisse ist außerdem keine Korrelation zwischen den 

inflammatorischen Markern und den TF-Aktivitäten festzustellen. Es sind jedoch 

weiter Mechanismen für eine Thrombusentstehung vorstellbar: So führen venöse 

Stase und Ischämien zu lokalisierter Hochregulation von P-Selectin, welches MP im 

Bereich der Thrombose bindet, die wiederum prothrombotischen TF auf ihrer 

Oberfläche exprimieren (Wakefield et al., 2008). Eine nähere Betrachtung der 

Adhäsionseigenschaften des Gefäßendothels durch P-Selectin in der frühen 

Thrombusentstehung konnten bei den im Rahmen der Studie durchgeführten 

Untersuchungen nicht berücksichtigt werden, da es sich hierbei um direkt im 

Thrombusgebiet lokalisierte Prozesse handelt.  

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Erhöhung von IL-6- und IL-8-

Konzentrationen im Blutplasma wäre aber mit der gleichzeitigen Adhäsion und 

Aktivierung von Leukozyten im Thrombusbereich durch eine P-Selectin/PSGL-1 

Verbindung erklärbar. Studien konnten belegen, dass TF zusätzlich durch aktivierte 

MPs mit PSGL-1 Rezeptoren in das Thrombusgebiet gelotst wird (Day et al., 2005), 

genauso wie Thrombozyten und  Leukozyten (Furie et al., 2001; Kirchhofer et al., 

1995). Zusätzlich kommt es durch Leukozyten-Thrombozyten Interaktion zur Bildung 

von TF (Celi et al., 1994). Die Literaturergebnisse untermauern insgesamt den 

zentralen Zusammenhang von Inflammation und Thrombogenese (Walenga et al., 

2000) mit gleichzeitiger Interaktion von MP-TF in prokoagulatischen und 

inflammatiorischen Prozessen. Es handelt sich aber bei allen Prozessen um ein 

weitgehend lokalisiertes Geschehen. So ist es vorstellbar, dass sich, wie in unseren 

Ergebnissen, keine generalisiert erhöhte TF-Aktivität nachweisen lässt. 

Weitere sowohl klinische als auch experimentelle  Erkenntnisse werden notwendig 

sein, um den Zusammenhang von zirkulierendem TF und venösen Thrombosen 

umfassend zu verstehen und seine Bedeutung bei der Thrombusentstehung besser 

beurteilen zu können. Nach den vorliegenden Ergebnissen wird eine tragende Rolle 



                                                                                     DISKUSSION 

 

   
  41 

 

in Bezug auf die venöse Thrombusbildung unwahrscheinlicher, sie ist aber, wie in der 

Diskussion dargestellt, auch nicht auszuschließen. 

 

5.4 Limitierung 

Im Vergleich zum Patientenkollektiv von 48 Patienten muss betont werden, daß die 

Kontrollgruppe mit 23 Patienten relativ klein ist. Zusätzlich sind die einzelnen TVT 

Patienten, die in die Studie aufgenommen wurden, bei der statistischen Auswertung 

in Anbetracht der resultierenden sehr kleinen Untergruppen nicht weiter bezüglich 

ihrer Grunderkrankung und ihren spezifischen Risiken aufgeteilt worden. 
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6 Zusammenfassung 

 

Martin Hassenpflug 

Tissue Faktor Aktivität bei Patienten mit akuter venöser Thrombose 

 

Die venöse Thromboembolie ist eine der häufigsten multifaktoriell bedingten 

Erkrankungen mit teilweise letalen Folgen beim Auftreten von 

Lungenarterienembolien.  

Diese Arbeit widmet sich der prokoagulatorischen Aktivität von Tissue Factor und der 

begleitenden inflammatorischen Reaktion im Blutplasma von Patienten mit venösen 

Thromboembolien.  

Tissue Factor ist ein transmembranes Glykoprotein welches unter physiologischen 

Bedingungen vor allem in der Adventitia von Gefäßwänden vorkommt. Er stellt den 

wichtigsten Auslöser der extrinsischen Gerinnungskaskade dar. Hinweise für 

Bedeutung von Tissue Factor konnten bisher vor allem für die koronare 

Herzerkrankung mit ihren atherosklerotischen Gefäßwandläsionen gefunden werden. 

Die Kenntnisse über eine Tissue Factor-Beteiligung bei der Blutgerinnselbildung bei 

intaktem Endothel wie bei einer venösen Thrombose sind bisher jedoch begrenzt. Es 

ist allerdings nachgewiesen, dass Tissue Faktor im Blutplasma zirkulieren kann, 

wobei er zu einem  großen Teil an Mikropartikel gebunden ist. Eine Beurteilung der 

Plasmakonzentrationen von mikropartikelgebundenem-Tissue Faktor und freiem 

Tissue Faktor könnte daher Aufschluss über ihre Beteiligung bei der venösen 

Thrombose geben. 

In der vorliegenden Studie wurden bei 48 Patienten direkt nach der Diagnosestellung 

einer akuten VT sowie bei 23 Kontrollpatienten einmalig Vollblutproben entnommen. 

MP-TF und freier TF wurde im Patientenplasma mit TF-Aktivitäts-Assays untersucht.  
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Die Gerinnungsaktivität von zirkulierendem TF und MP-TF war bei Patienten mit 

tiefer Venenthrombose im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nicht erhöht. Im 

Gegensatz dazu zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Il-6 und Il-8 sowie der 

Prothrombinfragmente F1 und F2 (F1+F2) im Plasma der Patienten mit einer VT. Die 

erhöhten Werte von Il-6, Il-8 und F1+F2 korrelierten weder mit der Thrombinbildung 

oder der klinischen Präsentation der venösen Thrombose. Die im Vergleich zur 

Kontrollgruppe erhöhten Zytokinkonzentrationen gaben aber einen Hinweis auf eine 

Leukozytenaktivierung im Thrombusbereich, welche durch eine P-Selectin/PSGL-1 

Verbindung erklärbar ist. 

Die vorliegenden Ergebnisse lassen eine tragende Rolle von zirkulierendem TF in 

Bezug auf die venöse Thrombusbildung unwahrscheinlicher werden.
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7 Abkürzungsverzeichnis 

a Aktiviert 

AS Aminosäuren 

°C                  Grad Celcius 

CBA Cytometric Bead Array 

cDNA Desoxyribonukleinsäure 

CRP C-reaktives Protein 

Elisa Enzyme-linked immunosorbent assay 

F1+2 Prothrombinfragment F1+2 

FX Faktor 10 

INR International Normalized Ratio 

IgG Immunglobulin G 

IL-1β Interleukin 1 beta 

IL-6 Interleukin 6 

IL-8 Interleukin 8 

IL-10 Interleukin 10 

IL-12 Interleukin 12 

LAE Lungenarterienembolie 

MCP-1 Monocyte chemoattractive protein–1 

min Minuten 

MP Mikropatikel 

MP-TF Mikropartikel gebundener Tissue Factor 

PCR Polimerase Kettenreaktion 

pNA p-Nitroanilide 

PSGL-1  P-selectin glycoprotein ligand-1 

RNA Ribonukleinsäure 

TF Tissue Factor 

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor 

TNFα Tumor Nekrose Faktor alpha 

TVT Tiefe Beinvenenthrombose 

U/min Umdrehungen pro Minute 

VT Venöse Thromboembolie 
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