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Molekularbiologische Thrombophilie Diagnostik

Das ZIMCL bietet die Untersuchung folgender Mutationen an, die mit einem erhohten
Thrombophilierisiko assoziiert sind bzw. assoziiert sein sollen:

Faktor-V Leiden Mutation (R506Q),

Faktor-1l (Prothrombin-) Mutation (G20210A),
PAI-1 (4G/5G) Polymorphismus,

MTHFR C677T und A1298C Mutation

Angeborene oder erworbene Storungen im Hamostasesystem koénnen das Risiko einer vendsen
thromboembolischen Erkrankung erhéhen. Die wichtigsten heute bekannten genetischen Risikofaktoren
der Thrombophilie sind APC-Resistenz (FV-Leiden-Mutation), FlI-Prothrombin-Genmutation-, MTHFR- und
PAI-1 4G/5G-Polymorphismus.

FAKTOR-V LEIDEN-MUTATION (APC-RESISTENZ)

Benannt nach dem Entdeckungsort wurde die FV-Leiden-Mutation 1993 erstbeschrieben und gilt heute als
haufigster erblicher Risikofaktor fiir Thrombophilie. Der Resistenz des Faktor V gegen aktiviertes Protein C
(APC) liegt die Mutation Arg506GIn (FV-Leiden Mutation) zugrunde, wodurch Faktor Va zumindest zum Teil
nicht mehr durch APC inaktiviert und proteolytisch abgebaut werden kann. In der Folge aktiviert Faktor Va
als Teil des Prothrombinase-Komplex zusammen mit Faktor Xa und Phospholipiden vermehrt Prothrombin
zu Thrombin, woraus eine gesteigerte Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin und somit Thromboseneigung
resultiert.

Nativer Faktor V kann auch direkt durch APC an der Position Arg506 gespalten werden, wodurch ein anti-
koagulatorisches Molekiil (FVac) entsteht, welchem eine wichtige Funktion als APC- und Protein-S-CoFaktor
bei der Inaktivierung von Faktor Vllla zukommt. Durch die FV-Leiden Mutation kann keine Spaltung des
Faktor V zu Vac erfolgen, was zu einer Beeintrachtigung der proteolytischen Inaktivierung von Faktor Vllla
fuhrt.

4-6% der europadischen Bevolkerung weisen eine heterozygote FV-Leiden-Mutation auf, wahrend die
homozygote Form mit <0,5% weniger haufig vorkommt. Die heterozygote Auspragung geht mit einem
5-10-fach erh6hten Risiko einher, das Risiko bei Homozygotie steigt auf das 30-fache. Bis zu 50% aller
Thrombosepatienten weisen diese Mutation auf. Das Risiko fiir Thrombosebildung vervielfacht sich bei
Vorliegen weiterer Risikofaktoren wie Rauchen, oralen Kontrazeptiva oder Bestehen weiterer
Thrombophilie auslésender Mutationen.

FAKTOR-1I-PROTHROMBIN-MUTATION

Prothrombin (Faktor II) ist die inaktive Vorstufe von Thrombin und bewirkt nach Aktivierung die
proteolytische Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, wodurch ein stabiler Fibrin-Clot ausgebildet wird. Die Fll-
Prothrombin-Genmutation ist die zweithdufigste vererbte Thrombophilie-Ursache und bedingt durch eine
Punktmutation an der Stelle 20210 von Guanin zu Adenosin. Damit sind erhohte Prothrombin-Spiegel
assoziiert, was zu verstarkter Hyperkoagulabilitit und lebenslang erhéhtem Thromboserisiko fihrt.
AulRerdem kann die Prothrombin-Mutation das Risiko fiir Abort und Praeklampsie erhéhen.



Die heterozygote Auspragung der Fll-Prothrombin-Genmutation kommt bei 1-3% aller Menschen vor und
geht mit einem um 2-4-fach erhéhten Thromboserisiko einher. Die homozygote Mutation kommt bei 0,2%
der Bevolkerung vor, das Thromboserisiko steigt dadurch auf das 6-fache.

CAVE: Die FllI-Prothrombin-Mutation tritt haufiger bei Tragern der APC-Resistenz auf und erhoht bei
doppelter heterozygoter Auspragung (sog. Compound Heterozygotie) das Risiko um das 20-60 -fache.

PLASMINOGEN-AKTIVATOR-INHIBITOR 1 (PAI-1) 4G/5G POLYMORPHISMUS

Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) neutralisiert im Zuge der Fibrinolyse den Gewebe-
Plasminogen-Aktivator (t-PA). Dieser bewirkt die Aktivierung von Plasmin, welches fiir die Spaltung von
Fibrin verantwortlich ist. Ein Uberschuss an PAI-1 stért das fibrinolytische System und verursacht
Fibrinablagerungen in den BlutgefaRen. Der 4G/5G Polymorphismus in der Promotor-Region des PAI-1
Gens, durch eine Deletion von Guanin an der Position -675 verursacht, wird autosomal-rezessiv vererbt und
ist mit einem erhdhten PAI-1 Spiegel im Plasma assoziiert. Das 4G Allel fiihrt zu einer gesteigerten PAI-1
Transkription, da es lediglich an den Transkriptionsaktivator bindet, wahrenddessen das 5G (Wildtyp)-Allel
auch an den Repressionsfaktor bindet.

Trager des homozygoten PAI-1 4G/4G Genotyps weisen i.d.R. um ca. 25% hohere PAI-1
Plasmakonzentrationen verglichen mit 5G/5G Tragern auf. Eine erhohte Plasmakonzentration von PAI-1 gilt
als Risikofaktor fiir Thrombosen.

Die Pravalenz des 4G/4G Genotyps liegt in der gesunden Normalbevélkerung bei ca. 20%; das Vorliegen
einer 4G/4G Homozygotie geht mit einem leicht erhohten Thromboserisiko (OR 2,85) einher.

MTHFR C677T uND A1298C-MUTATION

Die Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) katalysiert die Synthese von 5- Methylentetrahydrofolat,
einem Methyldonor fiir die Methioninsynthese und Vorldufer von S- Adenosyl-Methionin. Dieses Enzym ist
somit essentiell fiir die Regeneration von Methionin aus Homocystein. Bei verminderter Umwandlung zu
Methionin kann es zu erhéhten Homocystein-Serumkonzentrationen kommen, was arterielle Thrombosen
und Atherosklerose begiinstigen kann.

Die haufigste MTHFR Mutationsvariante ist eine Punktmutation an Position 677 (C677T), wodurch bei
homozygoten Tragern eine thermolabile Variante der MTHFR mit etwa 50%igem Aktivitatsverlust entsteht.
Eine homozygote C677T Mutation fiihrt oft zu milden bis moderaten Erhéhungen der Homocystein-
Plasmakonzentration, speziell bei niedrigem B12- oder Folatstatus. Bei heterozygoten Trdgern bleiben die
Werte ohne zusétzlichen B12- und/oder Folsdure-Mangel im Referenzbereich.

Die heterozygote Mutation ist mit einer Pravalenz von bis zu 40% der Bevolkerung sehr haufig, 5-20% sind
homozygote Trager.

Eine zweite genetische Variante mit etwa der gleichen Haufigkeit bildet die Punktmutation an Position 1298
(A1298C). Auch dieser Polymorphismus der MTHFR ist mit einer verminderten Enzymaktivitat assoziiert,
homozygote Individuen besitzen etwa 60% der Enzymaktivitat von Normalpersonen.

Eine hetero- oder homozygote MTHFR A1298C Mutation scheint dagegen nur in Kombination mit einer
C677T Mutation zu einer Erhéhung der Homocysteinkonzentration zu fuhren.

Heterozygote Individuen fir beide Mutationen (C677T und A1298C) reprasentieren etwa 15% der
Bevolkerung und weisen eine niedrigere Enzymaktivitdt als bei einer alleinigen heterozygoten C677T
Mutation auf.

Die weiteren beschriebenen Polymorphismen von Enzymen, die im Homocystein-Metabolismus beteiligt
sind (wie MTR A2756G, MTRR A66G und CBS 844ins68), haben jedoch keinen oder nur einen geringen
Einfluss auf den Homocysteinspiegel.
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Ein signifikant erhohtes venéses Thromboserisiko durch MTHFR-Mutationen wurde bisher nicht
eindeutig nachgewiesen. Entscheidend fiir ein erhéhtes Risiko ist aber die Kombination mit weiteren
pradisponierenden Faktoren, speziell mit einem gleichzeitigen Vitamin B12- und/oder Folsaure-Mangel.
Die beiden Mutationen im MTHFR- Gen bedingen bei Individuen mit Faktor V-Leiden oder Prothrombin
G20210-Mutation offenbar eine weitere Steigerung des Thromboserisikos. Beide MTHFR Mutationen sind
offensichtlich auch verantwortlich dafiir, dass weibliche Trager ein erhéhtes Risiko fiir wiederholte Aborte
in der Frihschwangerschaft tragen.

EXKURS: Pharmakogenetische Bedeutung der MTHFR C677T und A1298C-Polymorphismen

Die MTHFR spielt als Schlisselenzym des Folsdurestoffwechsels auch eine wichtige Rolle im Rahmen der
therapeutischen Wirkung von Folsdureantagonisten wie Methotrexat.

Bei heterozygoten oder homozygoten Punktmutationen im MTHFR-Gen an Position 677 und/oder 1298 ist
die Enzymaktivitdt vermindert, daraus kann ein hoheres Risiko flr toxische Nebenwirkung durch
Methotrexat folgen — insbesondere, wenn keine Folatsupplementierung erfolgt. Die Aktivitdt der MTHFR ist
bei alleiniger Mutation an Position 1298 deutlich weniger reduziert als bei Mutation an Position 677 oder
bei kombinierter Mutation an beiden Positionen.

Rolle von MTHFR bei der Methotrexat-Verstoffwechslung

Ob durch Bestimmung des MTHFR-Genotyps vor einer MTX-Therapie ein entsprechendes Risiko fir
erhohte Toxizitat erkannt werden kann und ggf. eine individuelle Dosisanpassung vorgenommen werden
soll, wird kontrovers diskutiert. Falls keine sonstigen Mutationen im MTHFR-Gen vorliegen, kann davon
ausgegangen werden, dass bei einer C677T homozygoten MTHFR-Mutation (Typ 677TT; Pravalenz 5-20%)
die Enzymaktivitat in der Regel signifikant reduziert ist (etwa 50%iger Aktivitatsverlust) und ein erhdhtes
Risiko fiir toxische Nebenwirkungen von MTX besteht. Bei einer heterozygoten Mutation an Position an
677 (Typ C677T) im MTHFR-Gen ist die Enzymaktivitat leicht reduziert, das Risiko fiir eine Toxizitat von
MTX ist hochstens geringfiigig erhoht.

Im Gegensatz dazu haben heterozygote bzw. homozygote Mutationen an Position 1298 (A1298C) trotz
verminderter MTHFR-Aktivitat offenbar keine signifikante Auswirkung auf die Toxizitdt von MTX.

INDIKATIONEN:

Bei der Einschatzung des Thromboembolierisikos haben v.a. klinische Faktoren - wie Ort, Ausdehnung und
Umstdande bereits aufgetretener Thromboembolien - die starkste Aussagekraft. Das Thrombophilie-
Screening kann und soll eine gute klinische Einschdtzung nicht ersetzen. Die Indikationen fiir
Thrombophilie-Untersuchungen und auch die daraus zu ziehenden klinischen Konsequenzen sind unscharf
definiert und daher kontrovers. Ubereinstimmung herrscht, dass eine Patientenselektion erfolgen soll.

WEN TESTEN?

Patienten
v" mit einer vendsen Thrombose oder Embolie ohne erkennbare Ursache vor dem 50. Lebensjahr
v" mit rezidivierenden, spontanen, vendsen Thromboembolien
v"mit unerkldrbaren, atypisch lokalisierten (Portalvene, Mesenterialvenen, Nierenvenen, Sinusvenen

etc.) Thrombosen

v" unerklarliche, wiederholte (3-malige) Spontanaborte

spontane vendse Thrombosen oder Embolien in der Familienanamnese

v" Asymptomatische Individuen mit thrombophiler Familienanamnese (Antithrombin, Protein C-, oder
Protein S-Defizienz, homozygote FV-Leiden-Mutation, homozygote Fll-Prothrombin-Mutation,
»Compound" heterozygote Familienmitglieder)

v" Rekurrente vendse Thromboembolien unter ,,adidquater" Antikoagulation

<\
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VORGANGSWEISE:

Probenmaterial: 3 ml EDTA-Blut. Bei langeren Transportzeiten (>30 min) ist die Probenanlieferung bei 4-8°C
erforderlich (nicht frieren).

Anforderung: Mittels speziellem Beleg “Patienlnnen-Information und Einverstandniserkldrung” und
entsprechender Auswahl der geplanten Genanalyse - vollstdandig ausgefillt und von untersuchter Person
und zuweisendem Arzt unterschrieben.

Methode: Aus der Blutprobe wird genomische DNA isoliert und der zu untersuchende Genabschnitt
amplifiziert. Der Mutationsnachweis erfolgt durch Sondenhybridisierung bzw. Endpunkt-PCR.

Ergebnis der Untersuchung: ca. 1 Woche nach Probeneingang.
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