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1. Einfiihrung

Thrombophilie, die Neigung zu rezidivierenden, idiopathischen Thromboembolien, wird
heute als multifaktorielle Erkrankung im Sinne einer Dysbalance eines komplex regulierten
Systems verstanden. Bislang sind nur die Grundzlige dieser heterogenen Erkrankung er-
kannt und in vielen Fallen bleibt trotz klarer familidrer Anamnese die genetische Atiologie
ungeklart. Pathophysiologisch liegt der Thrombophilie eine unverhaltnismaRige Generie-
rung von Thrombin und damit pathologische Fibrinbildung zu Grunde. Ursachen hierfur
sind zum einen in einer gesteigerten Stimulation von Koagulationsprozessen durch In-
flammation oder Verletzung, des Weiteren in beglnstigenden Faktoren wie Stase des Blut-
flusses durch Immobilisation oder Verlust der antikoagulatorischen Wirkung des Gefal3-
endothels sowie in einem Versagen der inhibitorischen Mechanismen der Gerinnung zu
suchen. Zu Letzterem gehort der Mangel an Protein S, welches indirekt als Kofaktor von
aktiviertem Protein C und vermutlich weitere direkte Interaktionen mit der Thrombinbildung
interferiert. Als Plasmabestandteil ist es leicht analytischen Methoden zuganglich und mit
der fur einige Gerinnungsfaktoren typischen Struktur gamma-carboxylierter Glutamatreste
war es von seiner Entdeckung an mit Gerinnungsprozessen in Verbindung gebracht wor-
den. Die Einschatzung der pathogenetischen Relevanz verminderter Protein S-Spiegel
bleibt aber auch heute schwierig und die sichere Diagnose eines Protein S-Mangels ist oft
nur unter Einbeziehen der genetischen Ebene durch molekularbiologische Verfahren mog-
lich. Griinde hierflrr liegen zum einen in der schwierigen laboranalytischen Bewertung der
Kofaktorfunktion und zum anderen in der Tatsache, dass Protein S zu grof3en Teilen ge-
bunden an ein Komplementprotein zirkuliert. Wichtiger erscheint aber noch, dass die pha-
notypische Ebene mit Messung von Aktivitat und Antigen als Momentaufnahme eines
mehr oder minder in Dysbalance befindlichen Systems nicht im Stande ist, die genetisch
definierte Erkrankung zweifelsohne nachzuweisen. Unter anderem liefert die vorliegende
Arbeit, welche den Protein S-Phanotyp eines genetisch definierten Kollektivs von 136 Pa-
tienten vorstellt, hierfir Belege. Ausgehend von dem Thrombosekollektiv einer auf die Ab-
klarung von Gerinnungsstorungen spezialisierten universitaren Ambulanz, wurden Uber
einen Zeitraum von 5 Jahren Patienten mit erniedrigten Protein S-Spiegeln genetisch auf
Sequenzvarianten oder Deletionen im Protein S-Gen untersucht und der Genotyp mit der
phanotypischen Ebene korreliert.

Diese Arbeit eroéffnet durch Hinzufiigen aggregierter genetischer Daten einen neuen Blick
auf die Protein S-Diagnostik im klinischen Alltag und liefert Hinweise in welcher Konstella-
tion mit grélRerer Wahrscheinlichkeit von einem echten (genetisch definierten) Mangel

ausgegangen werden kann.



2. Hintergrund

2.1. Physiologische Bedeutung des Protein S

Protein S (Gensymbol PROS1; GenelD 5627; MIM Nr. 176880) ist ahnlich anderer wichti-
ger Proteine des Gerinnungssystems ein y-carboxyliertes Glykoprotein, welches 1979
erstmals von DiScipio und Davie' beschrieben wurde. Im Gegensatz zu den anderen Vi-
tamin K-abhangigen Faktoren enthalt Protein S, welches nach dem Ort seiner Entdeckung
Seattle, Washington, benannt wurde, keine eigene Serinproteasenaktivitat. Seine Bedeu-
tung kommt ihm, wie weitere Studien zeigen konnten2, durch seine Kofaktorfunktion fir
aktiviertes Protein C zu. Vielfach wurden auch die APC-unabhangigen antikoagulativen
Eigenschaften von Protein S diskutiert 3. Die Annahme, dass neben der Kofaktorfunktion
auch eine direkte Interferenz mit den prokoagulatorischen Vorgangen eine Rolle spielen
konnte, beruhte auf der Tatsache, dass auch in Abwesenheit von Protein C eine vermin-
derte Bildung von Faktor Xa durch Protein S beobachtet werden konnte. Die Annahme,
dass dies durch eine kompetitive Interferenz von Protein S mit der Bildung des Faktor
Vllla/IXa-Komplexes bedingt sein kénnte4, wurde durch den Nachweis einer potenziellen
Protein S-Bindungsstelle am Faktor VIII bestarkt>. Die Bedeutung dieser Beobachtungen
fur die antithrombotische Wirksamkeit von Protein S sind unklar. Dem Anschein nach spielt
Protein S auch eine Rolle bei der Fibrinolyse, der Komplementregulation und weiteren
Abwehrprozessen.® 7 Embryologische Beobachtungen bei PROS1-Knockout-Mausen lie-
Ren eine Bedeutung fiir die Angiogenese® vermuten.

Als die hauptsachlichen Produktionsorte des Protein S im Korper konnten Hepatozyten
und Megakaryozyten gezeigt werden. Unter Normalbedingungen liegen mehr als 60% des
Protein S gebunden an den Komplementfaktor C4b-Bindungsprotein vor®, so dass nur un-
gebundenes, freies Protein S flr gerinnungsaktive Prozesse zur Verflgung steht. Der
Komplex mit Protein C unter Anwesenheit von Phospholipiden und Calcium-lonen inakti-
viert irreversibel die Faktoren Va und Vllla und interferiert daher sowohl mit dem Pro-
thrombinase- als auch dem intrinsichen Tenasekomplex auf prokoagulatorischen Oberfla-
chen. Die Inaktivierung von Protein S geschieht durch thrombinabhangige proteolytische

Spaltung.

2.2. Laboranalytische Bestimmungsmethoden

Aufgrund der Tatsache, dass Protein S keine eigene enzymatische Aktivitat besitzt, son-
dern als Kofaktor fungiert, gestaltet sich die Beurteilung des laboranalytischen Phanotyps
entsprechend schwierig. Die Aktivitatsmessung bedient sich der Bestimmung der Protein

S-vermittelten Verstarkung der antikoagulierenden Eigenschaften von aktiviertem Protein
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C und ist damit immer eine indirekte Nachweismethode. Das Prinzip der Aktivitatsbestim-
mung beruht auf der Messung der Verlangerung der Gerinnungszeit in einem mit aktivier-
tem Protein C und Faktor Va angereicherten Ansatz, in den ein Mangelplasma vorgelegt
wird, welches frei von Protein S ist und in den das (verdiinnte) Testplasma des Patienten
eingebracht wird. Der Vergleich mit einem Standardplasma liefert eine Ratio, welches als
Prozentsatz der Norm angegeben wird.!°

Neben der funktionellen Aktivitatsmessung zur Bestimmung des freien Antigens werden
Ublicherweise latexgebundene Immunoassays herangezogen, bei denen verschiedene La-
texkomponenten zur Agglutination gebracht werden und aus der Tribungszunahme unter
Annahme einer direkten Proportionalitat auf die Protein S-Antigen Konzentration ge-
schlossen wird. Durch Zugabe von latexgebundenem C4b-Bindungsprotein im Uberschuss
und Calcium-lonen wird der Grol3teil des nicht durch endogenes C4b gebundenen Protein
S auf der Latexoberflache immobilisiert . In einem zweiten Schritt wird ein ebenfalls an La-
texpartikel gebundener monoklonaler Antikdrper gegen ein gut zugangliches Protein S-E-
pitop hinzugefligt, so dass es zur Vernetzung der Latexpartikel kommt."!

Die Glute dieser Labormethoden hangt dabei nicht nur von chargenspezifischen Schwan-
kungen ab, sondern kann im selben Labor auch durch tagesabhangige Einflisse beein-
trachtigt werden.12

Sehr viel haufiger als angeborene Mangelzustande an Protein S gibt es physiologische
und pathologische Situationen, die zu verminderten Protein S-Spiegeln fiihren.!3 Dies sind
beispielsweise der Einfluss von Schwangerschaft oder Verwendung einer hormonellen
Kontrazeption sowie chronische Inflammation mit Erhéhung des C4b-Bindungsproteins
und damit erniedrigtem freien Protein S. Auch bei Lebererkrankungen wie Hepatitis und
Zirrhose oder durch den Einfluss von Vitamin K-Antagonisten kommt es zu erniedrigten

Werten in Antigenmessung und Aktivitat.#
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Abbildung 1: Proteinstruktur des Protein S mit Domanen und Angabe der kodierenden

Exonabschnitte 1°

2.3. Molekularbiologische Grundlage - PROS1-Genetik

Der Lokus fur das Protein S-kodierende Gen konnte auf Chromosom 3 nahe der Centro-
merregion bei 3p11.1-3q11.2 bestimmt werden. Hier liegt das 101Kb umfassende aktive
(kodierende) Gen PROS1 (Gen-ID 5627) sowie das transskriptionell inaktive Pseudogen
PROSP (Gen-ID 5628) mit einer GréRe von 34Kb. Die Ubereinstimmung der beiden Gene
betragt ca. 95%, wobei PROSP jedoch Exon 1 fehlt und zahlreiche schadliche Mutationen
enthalten sind. '® Die 15 Exone von PROS1 kodieren flir ein 676 Aminosauren umfassen-
des Prakursorprotein mit 8 Faltungsmodulen. Eine Ubersicht tiber die einzelnen Exone
und die kodierten Proteindomanen gibt Abbildung 1 und Tabelle 1.

Schwierigkeiten bereitet neben der Existenz des Pseudogens und damit eingeschrankter
Wahl der Startsequenzen fir die Amplifikation die Existenz von grofden Deletionen, welche
nur Uber quantitative PCR-Methoden detektiert werden kdnnen. Hier hat sich die MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification) als Detektionsmethode etabliert. Im Ge-
gensatz zur Sequenzierung richtet sich die MLPA auf Anderungen in der Kopienzahl der
Zielsequenz. Vor der exponentiellen Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) werden dabei vorgelegte Startsequenzen an benachbarten DNA-Abschnitte durch
eine thermostabile Ligase verknlpft. Nach Amplifikation dieser kiinstlich erzeugten Ab-

schnitte werden die relativen Mengen an Kopien mittels Elektrophorese verglichen und ei-
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ne heterozygote Deletion angenommen, wenn die relative Signalintensitat um 35 bis 50%
reduziert ist. Die Referenz wird dabei durch Amplifikation verschiedener konservierter au-

tosomaler DNA-Abschnitte geliefert.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Exone des PROS1-Gens und die kodierte Proteinstruktur

Exon 1 | Translationsstartseite und Signalpeptid proteolytische Ab-
Propeptid mit Erkennungssequenz fur die Vitamin K- :rennung vor Sekre-
Exon 2 | abhangige Gamma-Carboxylase on
Gla-Doméne mit 11 gamma-Carboxyglutamatresten
far die Interaktion mit negativ geladenen Phospholipi-
Exon 3 | doberflachen via Calcium-lonen
thumb loop; Bindung von Protein C, Inaktivierung
Exon 4 | durch Thrombin (thrombinsensitive Region) und mem-
brangebundenen Faktor Xa
Exon 5 | EGF(endothelial growth factor)-ahnliche Doméne
Exon 6 | EGF(endothelial growth factor)-ahnliche Doméne
Exon 7 | EGF(endothelial growth factor)-dhnliche Doméane reifes Protein S,
_ . __ 635 Aminoséauren,
Exon 8 | EGF(endothelial growth factor)-&hnliche Doméne molare Masse
Exon 9 75kDa
Exon 10
Exon 11
E 12 SHBG(sexual hormone binding globulin)-homologe
xon Doméne mit hoher Affinitdt zum C4b-Bindungsprotein
Exon 13
Exon 14
Exon 15




2.4. Klinischer Phanotyp und Epidemiologie des hereditaren Protein S-Mangels

Der erbliche Mangel an Protein S ist ein Risikofaktor flir vendse Thrombosen und damit
assoziierte embolische Ereignisse, wobei die Penetranz dieses Merkmals sehr unter-
schiedlich ist. In einer prospektiven Kohortenstudie von Sanson et al.’” mit 70 asymptoma-
tischen Tragern eines Protein S-Mangels lag die Inzidenz eines ersten thromboemboli-
schen Ereignisses bei 0,4% pro Jahr. In der gleichen Studie untersuchte Patienten mit ei-
nem Antithrombin- oder Protein C-Mangel zeigten ein vergleichsweise hoheres Risiko mit
Inzidenzen von 1,6 bzw. 1,0% pro Jahr. Patienten mit Protein S-Mangel und vendser
Thromboembolie werden in etwa der Halfte der Falle durch ein idiopathisches Ereignis oh-
ne adaquaten Ausloser symptomatisch.®

In einer Kohortenstudie von Lijfering et al. ™ mit 1143 Verwandten von Patienten mit
Thrombophilie und niedrigem Protein S hatte die Erniedrigung von freiem Protein S bei
den Verwandten einen prognostischen Wert. Dabei war das Risiko fur den Eintritt einer
venodsen Thromboembolie ab Werten unterhalb der 5. Perzentile (<41%) mit einem Hazard
Ratio(HR) von 5,6 (95%-Konfidenzintervall(Cl) 2,7 bis 11,5) signifikant gegenuber der obe-
ren Quartile (>91%) erhéht. Patienten unterhalb der 2,5. Perzentile (<33%) zeigten sogar
ein HR von 11,3 (95%-Cl 5,4-23,6). Eine weitere prospektive Kohortenstudie mit 382 Ver-
wandten von Mahmoodi et al. 20 fand eine jahrliche Inzidenz venéser Thrombosen bei
1,53% (95% CI, 1,00-2,34) bei Betroffenen versus 0,29% (0,13-0,64) bei nicht betroffenen
Verwandten, was einem HR von 7,0 (95% ClI, 2,7-18,0) entspricht. |diopathische Ereignis-
se besallen mit 0,95% vs. 0,05% sogar eine HR von 22.3 (P = 0,003), wahrend getriggerte
Thrombosen mit 0,58% vs. 0,24% nur einem HR von 2,8 (P = 0,08) entsprachen.

Die Pravalenz des hereditaren Protein S-Mangels wurde in einer schottischen Studie mit
3.788 gesunden Freiwilligen zwischen 0,03 und 0,13% geschatzt.?' Andere Untersuchun-
gen geben hohere Schatzwerte mit einem Anteil von 0,7%22 bis 2% 22 in der Normalbevol-
kerung an, wobei letzteres sicherlich zu hoch erscheint und vermutlich asymptomatische
Trager eines erworbenen Protein S-Mangels teils miteinschlieRt. Im Thrombosekollektiv
wird der Anteil von Patienten mit einem Protein S-Mangel zwischen 1%2* und 2%2%ange-
geben. Unter den jungeren Patienten unter 70 Jahren wurde der Anteil sogar bis auf 7,6%
geschatzt.26 Familienstudien zeigten im Vergleich zu nicht betroffenen Angehdrigen ein 5-
bis 11,5-fach erhohtes Risiko?7,28,2% f(ir ventse Thromboembolien bei Tragern eines here-
ditédren Protein S-Mangels. In diesen symptomatischen Familien entwickelten 19 bis 57%
der Betroffenen thromboembolische Ereignisse.

Fur die Assoziation eines Protein S-Mangels mit arteriellen Thrombosen besteht tber ka-

suistische Hinweise hinaus bislang keine Evidenz. Selbst in Fallen mit eines persistierend
10



offenen Foramen ovale konnte keine Assoziation nachgewiesen werden.30 31 32 |n Falldar-
stellungen wurde die Assoziation eines Mangels an Protein S mit Warfarinnekrosen

nahegelegt.33

3. Material und Methoden

3.1. Patienten und Probenaufbereitung

Von 2005 bis 2011 wurde in der Gerinnungsambulanz des Klinikums der Universitat Min-
chen am Standort Innenstadt bei 5851 Patienten freies Protein S und Protein S-Aktivitat
bestimmt. Diese Patienten wurden entweder aufgrund eigener thromboembolischer Er-
krankung, familiarer Thromboseneigung oder aufgrund pathologischer Befunde in einem
auswartigen Labor hierhin Uberwiesen. Der Verdacht eines erblich bedingten Protein S-
Mangels wurde darunter in 170 Fallen erhoben. Diese Patienten wurden in einer Daten-
bank gesammelt, welche neben der Konzentration des freien Antigens und der Protein S-
Aktivitat auch weitere laboranalytische Charakteristika wie Thromboplastinzeit und andere
erklarende thrombophile Faktoren wie die Varianten Faktor V Leiden oder Prothrombin
G20210A sowie Lupusantikoagulans und Antiphospholipid-Antikorper erfasste. Daneben
wurden Eigen- und Familienanamnese standardisiert erfasst und die Einnahme gerin-
nungswirksamer Medikation oder Hormonpraparate dokumentiert. Aullerdem wurden die
Einflussfaktoren einer bestehenden Schwangerschaft oder einer chronisch entzindlichen
Erkrankung festgehalten.

Von den 170 Patienten, welche alle kaukasischer Abstammung waren, konnte bei 136 Pa-
tienten eine genetische Diagnostik bei schriftlich vorliegendem Einverstandnis durchge-
fuhrt werden.

Den in der Gerinnungsambulanz vorstelligen Patienten wurde durch Venenpunktion Blut
entnommen, welches flr die Gerinnungsanalytik mit 1 auf 10 Volumenanteilen 0,109M Na-
triumcitrat antikoaguliert und unmittelbar danach zentrifugiert wurde. Der aliquotierte
Plasmaulberstand wurde bis zu der innerhalb einer Woche erfolgenden Analytik auf -30°C
gelagert. Gleichzeitig wurde fur den Fall einer geforderten genetischen Abklarung eine

EDTA-antikoagulierte Ruckstellprobe asserviert.

3.2. Laboranalytische Testverfahren fiir die Protein S-Bestimmung
Als Nachweisverfahren fur Protein S wurde die Bestimmung des freien Antigens und der
Aktivitat angewendet. Fir die Quantifizierung des freien Antigens kam der latexgebundene

Immunoassay HemosIL® Free Protein S von Instrumentation Laboratory SpA, Milano, Ita-
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lien zum Einsatz.3* Fir die Aktivitatsmessung wurde das STA Protein S Clotting-Verfahren
von Diagnostica Stago, Asniéres, Frankreich benutzt3®, welches die Protein S-Wirkung als
Verstarkung der Protein C-Aktivitat in einem Faktor Va-angereichertem Gerinnungssystem
detektiert. Die Analysen wurden auf Geraten der Baureihe ACL-Top von Beckman Coulter
Inc. durchgefuhrt. Die Verfahren sind unter Punkt 2.2. ,Bestimmungsmethoden fur Protein

S“ beschrieben.

3.3. Molekulargenetische Untersuchung des PROS1-Gens

Entsprechend dem von Ten Kate et al.3® vorgeschlagenen Protokoll mit den von Reitsma
et al. ermittelten Primersequenzen3’” wurden alle 15 Exone des PROS1-Gens durch direk-
te doppelstrangige Sequenzierung auf Sequenzvarianten untersucht. Die Nummerierung
der Nucleotide und Aminosauren entspricht der konventionellen Nomenklatur38. Zum Ver-
gleich der Sequenz mit dem Wildtyp wurde die PROS1 cDNA GenBank (RefSeq
NM_000313.1) als Referenz herangezogen. Die Durchfihrung der molekulargenetischen
Untersuchungen fand im Zentrum fur Humangenetik und Laboratoriumsmedizin, Dr. Klein
und Dr. Rost, Martinsried, durch Herrn Dr. Christoph Marschall statt. Falls bei Patienten mit
unauffalliger Sequenzierung aufgrund wiederholt niedriger Protein S-Werte oder aufgrund
grenzwertiger Befunde und Familienanamnese flr einen Protein S-Mangel dennoch der
Verdacht einer PROS1-Mutation bestand, wurde eine Deletionsdiagnostik mittels MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification) durchgefiihrt. Hierzu wurde das kom-
merziell erhaltliche Verfahren SALSA KIT P112 PROS1 von MRC-Holland, Amsterdam,
Niederlande verwendet.?® Eine Einschrankung des verwendeten Systems besteht darin,
dass nur 12 von 15 Exone auf Deletionen untersucht werden und Deletionen der einzel-
nen Exone 3, 8 und 14 nicht nachgewiesen werden kdénnen. Die Ursache hierflr liegt in
der Schwierigkeit passende Primersequenzen zu finden, welche nicht mit dem Pseudogen

reagieren und einen stabilen Amplifikationsprozess ermoglichen.

3.4. Statistische Auswertung

Die Erfassung und Auswertung der Daten erfolgte mittels der Statistik-Software SPSS von
IBM Inc., Versionen 18.0 bis 20.0. Die in der Phanotyp-Genotyp-Korrelation ermittelten Un-
terschiede zwischen definierten Gruppen wurden mit Hilfe des Student's T-Test fur skalier-
te Variablen verglichen. Ein zweiseitiger p-Wert von <0,05 gibt dabei eine statistische Sig-

nifikanz an.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinischer Phanotyp des genetisch untersuchten Patientenkollektivs

Die molekulargenetische Untersuchung des PROS1-Gens wurde bei 136 Patienten mit
dem Verdacht eines erblich bedingten Protein S-Mangels durchgefiihrt (Tabelle 2). Darun-
ter hatten 85 Patienten (62%) selbst thromboembolische Ereignisse erlitten. Unter diesen
befand sich die Plasmaaktivitat von Protein S bei 46 unterhalb 60% und Mutationen wur-
den unter diesen bei 28 Personen gefunden (17 nicht verwandte und 4 Paare verwandter
Patienten sowie eine Familie mit drei Mitgliedern). Die Ubrigen 39 Patienten mit vends
thromboembolischen Ereignissen erhielten entweder Vitamin K-Antagonisten und waren
daher nicht zu bewerten oder hatten einen grenzwertigen laboranalytischen Phanotyp (27
Patienten) oder die Familienanamnese liel3 einen erblichen Protein S-Mangel nicht aus-
schlieBen (12 Patienten). Von diesen 39 Patienten fanden sich bei 8 Mutationen im
PROS1-Gen. 31 Patienten (23%) ohne eigene Anamnese fur thromboembolische Erkran-
kungen jedoch positiver Familienanamnese wurden untersucht. Hierunter wurde bei ins-
gesamt 10 Patienten (2 nicht verwandte und 4 Paare verwandter Personen) PROS1-Muta-
tionen gefunden.

In einer Gruppe von 9 Patienten (6,7%), welche anamnestisch cerebrovaskulare Infarkte
oder rezdivierende transiente ischamische Attacken aufwies, wurde bei einem Patienten
mit niedrigen Protein S-Spiegeln eine Mutation gefunden. Eine Patientin mit rezidivieren-
den Aborten und grenzwertigen Protein S-Spiegeln wurde genetisch untersucht, jedoch
fand sich keine korrespondierende Mutation. 2 aus einer Gruppe von 9 Patienten (6,7%)
ohne eigen- oder familienanamnestischen Hinweisen auf eine Thromboseneigung, welche
uns mit der Verdachtsdiagnose eines hereditaren Protein S-Mangels zugewiesen wurden,
hatten Mutationen im PROS1-Gen.

Aus Tabelle 2 wird deutlich, dass vends thromboembolische Ereignisse in der Eigen- oder
Familienanamnese neben niedrigen Protein S-Spiegeln das wesentliche Kriterium fir die
Hohe der Vortestwahrscheinlichkeit, mit der eine PROS1-Mutation gefunden werden kann,
darstellt. In der Gruppe mit eigener venésen Thromboembolie und niedrigen Protein S-
Spiegeln fand sich eine Positivenrate uber 60%. Bei Patienten mit Familienanamnese und

niedrigen Protein S-Spiegeln fanden sich bei tUber 40% Mutationen.
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Tabelle 2 - Uberblick des untersuchten Kollektivs im Hinblick auf laboranalytischen und
klinischen Phanotyp angegeben als Absolutzahl der gefundenen Mutationen/untersuch-

ten Patienten (anteilig in %)

laboranalytischer Phanotyp

pathologische  durch Einnahme von normale Protein S- Gesamt
Protein S- Vitamin K-Antagonisten Aktivitat, jedoch friher
Aktivitat eingeschriinkte Beurteil-  Perichteter Mangelzus-
< 60% barkeit von Protein S, tand oder Famili-
jedoch (familien-) anam- enanamnese mit erbli-

nestisch begriindeter Ver- chem Protein S-Mangel

klinischer dacht eines Protein S-

Phanotyp Mangels

eigene VTE 28/46 (61) 7127 (26) 1/12 (8) 36/85 (42)
VTE in Famili-

enanamnese 10/23 (43) 0/0 (0) 0/8 (0) 10/31 (32)
Schlaganfall/TIA 1/5 (20) 0/4 (0) 0/0 (0) 1/9 (11)
Abortneigung 0/0 (0) 0/0 (0) 0/1 (0) 0/1 (0)
gesund, keine

Eamilienanamnese 1/8 (13) 0/0 (0) 1/1 (100) 2/9 (22)

Gesamt 41/83 (49) 7131 (23) 2/22 (9) 49/136 (36)
Abkurzungen: TIA, transiente ischdmische Attacke; VTE, vends thromboembolisches Ereignis.

4.2. Laboranalytischer Phanotyp des Protein S-Mangels

Die nachfolgende phanotypische Analyse erfolgt unter Ausschluss von Patienten unter
Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten. Eine Ubersicht tiber die aggregierten Daten der
verbleibenden 102 Patienten zeigt Abbildung 2 als Streudiagramm mit Korrelation von Ak-
tivitat und freiem Antigen. Alle dargestellten Patienten erhielten eine molekulargenetische
Untersuchung des PROS1-Gens. In einigen Fallen wurde diese auch bei im Normbereich
befindlichen Protein S-Spiegeln aufgrund einer positiven Eigen- und Familienanamnese
durchgefuhrt.
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Abbildung 2 - Korrelation von freiem Antigen und Aktivitat von Protein S im untersuchten
Kollektiv unter Ausschluss von Patienten mit Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten
(N=102); durch gestrichelte Linien kenntlich gemacht sind die Ublicherweise verwendeten
unteren Grenzwerte des Referenzbereichs und eine Ratio von 0,7 als haufig verwendetes

Kriterium fur qualitative Defekte

4.2.1. Grenzwertanalysen fur die Messung von Aktivitat und freiem Antigen bei
Kenntnis des Genotyps

Die normalerweise verwendeten unteren Grenzwerte der Referenzbereiche von ca. 60%
fur die Aktivitatsmessung und 70% fur das freie Antigen sind als gestrichelte Linien in Abb.
2 wiedergegeben. Die Angabe dieser Grenzwerte erfolgt ungeachtet der Physiologie des
Proteins und beschreibt die zweifache Standardabweichung vom Mittelwert eines Normal-
kollektivs, so dass die Diagnose eines Protein S-Mangels in Unkenntnis des genetischen
Hintergrunds bislang aufgrund dieser Abweichung vom Mittelwert gestellt wurde. Patienten
mit einer Mutation im PROS1-Gen sind in Abb. 2 schwarz hinterlegt und es ist ersichtlich,
dass unterhalb der normalerweise angegebenen Grenzwerte eine groRere Gruppe mit un-
auffalliger PROS1-Genetik anzutreffen ist und dass erst ab einer Protein S-Aktivitat kleiner
als 45% regelhaft mit einer durch Mutationen im Protein S-Gen definierten Erkrankung zu
rechnen ist. Fur die Messung des freien Antigens ist die Angabe eines klaren Grenzwertes

augenscheinlich schwieriger. Unter Annahme, dass die PROS1-Genetik inklusive der De-
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letionsdiagnostik als der Goldstandard der Protein S-Diagnostik eine Unterscheidung der
echt positiven und falsch negativen Ergebnisse von den falsch positiven und richtig nega-
tiven ermaoglicht, l1asst sich eine neue Bewertung der klassischen laborphanotypischen Pa-
rameter vornehmen.

Eine Veranschaulichung der Grenzwertproblematik anhand der Protein S-Aktivitat zeigt
Abbildung 3, in der bei Verschieben des Cutoffs die Anteile an den falsch Negativen und

richtig Negativen im Kollektiv angegeben sind.
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25

o M '.'.'.'I'I'I'ull
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110115
Protein S-Aktivitat (%)

B falsch Positive bei Cutoff an dieser Stelle (anteilig in % an der Gesamtzahl der genetisch Negativen)

[ falsch Negative bei Cutoff an dieser Stelle (anteilig in % an der Gesamtzahl der genetisch Positiven)
Sensitivitat (%)

— Spezifitat (%)

Abbildung 3 - Falsch positive und falsch negative Diagnostik bei unterschiedlichem Cutoff
fur die Protein S-Aktivitat (Patienten unter Einnahme von Vitamin K-Antagonisten, hormo-

nellen Kontrazeptiva und wahrend der Schwangerschaft sind ausgeschlossen)

Der geringste diagnostische Fehler fur eine korrekte Diagnose aufgrund der Protein S-Ak-
tivitat scheint im untersuchten Kollektiv mit einem Cutoff von ca. 45% erreichbar zu sein.
Hier war die Diagnose im untersuchten Kollektiv mit einer Sensitivitat von 76% und einer
Spezifitat von 86% mdglich. Sensitivitat gibt die Rate an richtig positiven an der der Ge-
samtheit der positiven an. Spezifitat bezeichnet den Anteil der richtig negativen an der Ge-
samtheit der in Wirklichkeit negativen. Eine hohe Sensitivitat ist ab einem Cutoff von gro-
Rer 60%, eine hohe Spezifitat bei Cutoff kleiner 40% der Protein S-Aktivitat gegeben.
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Tabelle 3 - Sensitivitat und Spezifitat fur das Vorliegen einer PROS1-Mutation an verschie-
denen Cutoff-Stellen fir die Protein S-Aktivitat

Cutoff der Protein S-Aktivitat Sensititvitat Spezifitat
35 % 50 % 98 %
40 % 68 % 98 %
45 % 76 % 86 %
50 % 84 % 74 %
55 % 92 % 48 %
60 % 97 % 29 %

100
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i

0 ¢ ™
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110115
Protein S-freies Antigen (%)

B falsch Positive bei Cutoff an dieser Stelle (anteilig in % an der Gesamtzahl der genetisch Negativen)

[ falsch Negative bei Cutoff an dieser Stelle (anteilig in % an der Gesamtzahl der genetisch Positiven)
Sensitivitat (%)

— Spezifitat (%)

Abbildung 4 - Falsch positive und falsch negative Diagnostik bei unterschiedlichem Cutoff
fir Protein S-freies Antigen (Patienten unter Einnahme von Vitamin K-Antagonisten, hor-

monellen Kontrazeptiva und wahrend der Schwangerschaft sind ausgeschlossen)
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Freies Antigen scheint etwas weniger exakt in der Lage zu sein, die genetisch definierten
Gruppen zu unterscheiden. Insgesamt handelt es sich aber auch um ein hochwertiges In-
strument in dieser Fragestellung (vgl. 4.2.2.). Der optimale Cutoff im hier untersuchten Kol-

lektiv liegt bei ca. 55% der Norm.

Tabelle 4 - Sensitivitat und Spezifitat fir das Vorliegen einer PROS1-Mutation an verschie-

denen Cutoff-Stellen fur das Protein S-freie Antigen

Cutoff des Protein S-freien Antigens Sensititvitat Spezifitat
35 % 58 % 95 %
40 % 58 % 95 %
45 % 63 % 91 %
50 % 63 % 81 %
55 % 71 % 67 %
60 % 82 % 50 %
65 % 87 % 43 %
70 % 87 % 31 %

4.2.2. Vergleich von Aktivitatsmessung und freiem Antigen mittels ROC-Analyse

Die Analyse von ROC-Kurven ist eine aus der Informationstechnologie stammende Me-
thode, welche die Glte eines Sender-Empfanger-Systems darstellt und mit dem das Rau-
schen eines Ubertragungsprozesses quantifiziert wird. Ubertragen auf laboranalytische
Testsysteme bedeutet es ein Auftragen der Sensitivitat gegenlber der Spezifitat eines Ver-
fahrens. Die Flache unterhalb der Kurven dient als Gutemal, mit dem unterschiedliche
Methoden verglichen werden kdnnen. Die Flache eines idealen Systems strebt gegen 1,
wahrend eine Flache von 0,5 bedeutet, dass es sich um einen Zufallsprozess ohne Zu-

sammenhang mit der Testvariable handelt.

Tabelle 5 - Kenndaten der ROC-Analyse

Flache unter der Kurve p-Wert'
Protein S-Aktivitat 0,882 (95%-Cl: 0,802-0,961) <0,001
Protein S-freies Antigen 0,783 (95%-Cl: 0,678-0,888) <0,001

*Wahrscheinlichkeit fur die Nullhypothese, dass die wahre Flache gleich 0,5 ist.
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Abbildung 5 - ROC-Kurven fir Protein S-Aktivitat und freies Antigen als Indikatoren firr das Vorlie-
gen einer PROS1-Mutation; Patienten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, hormoneller
Kontrazeption oder bei Vorliegen einer Schwangerschaft waren ausgeschlossen.

Die ROC-Analyse der verwendeten Testsysteme Protein S-Aktivitdt und Protein S-freies
Antigen, weist diese mit hoher Signifikanz (p < 0,001) (Tabelle 5) als valide Instrumente
zum Nachweis einer PROS1-Mutation aus. Dabei erscheint die Aktivitatsmessung als das

leistungsfahigere Verfahren in dieser Fragestellung (Abbildung 5, Tabelle 5).

4.2.3. Vergleichende Analyse des laboranalytischen Phanotyps des Protein S-Man-
gels bei Kenntnis des PROS1-Genotyps

Die klassischerweise verwendete Einteilung des Protein S-Mangels in einen quantitativen
Mangel Typ | und einem qualitativen Mangel Typ |l erfolgt anhand der Korrelation von Akti-
vitat und freiem Antigen (Abb. 6). Wahrend bei einem Typ I-Mangel Protein S-Aktivitat und
freies Antigen in gleichem Malde erniedrigt sind, soll bei einem Typ II-Mangel eine normale
Konzentration an freiem Antigen vorliegen und die Aktivitat pathologisch erniedrigt sein.
Diese aufgrund theoretischer Uberlegungen postulierte Klassifikation folgt dem Gedanken,
dass Missense-Mutationen sich eher als Typ Il ausdriicken konnten. Aus Abbildung 6 ist
ersichtlich, dass nur ein sehr geringer Teil der Patienten einem Typ Il zugeordnet werden
konnten. Auch die Veranschaulichung einer Ratio von 0,7 als oft verwendetes Kriterium
eines qualitativen Defekts lasst keine exakt definierte Gruppe kenntlich werden. Der Ge-
danke, dass die Klassifikation in einen Typ Il einer Missensemutation entspricht, lasst sich

anhand der in Abbildung 6 dargestellten Daten nicht nachvollziehen.
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Abbildung 6 - Korrelation von freiem Antigen und Aktivitat des Protein S mit Darstellung
der unterschiedlichen Mutationstypen. (Patienten unter Einnahme eines Vitamin K-Anta-

gonisten ausgeschlossen)

Die nachfolgende Phanotyp-Genotyp-Korrelation erfolgt unter Ausschluss von Patienten
mit anzunehmend erworbenem Mangelzustand. Hierunter fallen neben solchen mit Ein-
nahme von Vitamin K-Antagonisten auch Patientinnen in Schwangerschaft oder unter
hormoneller Kontrazeption. Patienten mit Hepatitis oder Leberzirrhose und niedrigen Pro-
tein S-Werten traten im untersuchten Kollektiv nicht auf. 3 Patienten mit chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen hatten nur grenzwertig auffallige Protein S-Spiegel und un-
auffallige PROS1-Sequenzanalysen.

Bei 83 von 136 Patienten war kein storender Einfluss der oben genannten Faktoren anzu-
nehmen. Abbildungen 7 und 8 zeigen die Protein S-Aktivitat entsprechend des molekular-
genetischen Ergebnisses. Zwischen den genetisch definierten Untergruppen zeigen sich
signifikante Unterschiede in der Restaktivitat. Patienten ohne Mutation in PROS1 im ver-
wendeten Testsystem haben typischerweise Protein S-Aktivitatswerte tUber 40%. Nur in
einem Fall ohne erkennbare Mutation oder Deletion in PROS1 waren die Aktivitatswerte
wiederholt unterhalb dieser Grenze. Ob bei diesem Patienten, unter dessen erstgradigen
Verwandten ebenfalls ein Protein S-Mangel beschrieben war, eine Deletion der nicht un-

tersuchten Exone 3, 8 oder 14 vorliegt, bleibt spekulativ.
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Abbildung 7 - Darstellung der Protein S-Aktivitat nach Mutationstyp als Punktdiagramm (Patienten
unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, unter hormoneller Kontrazeption oder Schwanger-
schaft sind ausgeschlossen)
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Abbildung 8 - Darstellung der Protein S-Aktivitat nach Mutationstyp als Boxplot-Diagramm (Patien-
ten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, unter hormoneller Kontrazeption oder Schwan-
gerschaft sind ausgeschlossen)

21



Bei den zwei Missense-Mutationen mit normalen Aktivitatswerten handelt es sich um die
bislang unbekannten Polymorphismen ¢.1016T>A und c.1138A>C. Die der Gruppierung

entsprechenden Mittelwerte und Standardabweichungen werden in Tabelle 6 angegeben.

Tabelle 6
Mittelwerte p und Standardabweichungen o der Protein S-Aktivitat in % der Norm kategorisiert
nach Mutationstyp

Protein S-Aktivitat (%)

Mutationstyp N (Patienten) Mo

keine Mutation 44 58 + 16
Missense-Mutation 24 45 + 18
Nonsense-Mutation 9 25 +6,1
grofde Deletion 6 26 £ 10

Eine entsprechende Betrachtung der Konzentrationen des freien Antigens (Abbildungen 9
und 10) kommt zu einem ahnlichen Ergebnis. Auch hier unterscheiden sich die Mittelwerte
entsprechend des vorliegenden molekulargenetischen Befunds. Ahnlich der Aktivitat sind
Nonsense-Mutationen und grof3e Deletionen mit der starksten Reduktion der freien Anti-

gen-Spiegel verbunden (Tabelle 7).

Tabelle 7
Mittelwerte p und Standardabweichungen o der Konzentration von Protein S-freies Antigen in %
der Norm kategorisiert nach Mutationstyp

freies Protein S-Antigen (%)

Mutationstyp N (Patienten) Mo

keine Mutation 42 63+ 19
Missense-Mutation 23 47 + 24
Nonsense-Mutation 9 29 + 22
grolde Deletion 6 19+6,7

Die Unterschiede der Mittelwerte zwischen genetisch unauffalligen und Patienten mit
Missensemutation sind statistisch signifikant (Protein S-Aktivitat: p=0,006, Protein S-freies
Antigen: p=0,008 ohne Annahme gleicher Varianzen). Nonsensemutationen und grof3e
Deletionen unterscheiden sich in ihren Mittelwerten fur beide Verfahren mit hoher Signifi-
kanz (p<0,001) vom genetisch unauffalligen Kollektiv. Ebenfalls signifikant ist der Unter-
schied zwischen Missense-Mutationen und Nonsensemutationen bzw. gro3en Deletionen
(p<0,05 jeweils fur beide Testverfahren), wahrend sich Nonsensemutationen und grol3e

Deletionen nicht in Aktivitat oder freiem Antigen unterschieden werden konnen.
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Abbildung 9 - Darstellung von Protein S-freies Antigen nach Mutationstyp als Punktdiagramm (Pa-
tienten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, unter hormoneller Kontrazeption oder
Schwangerschaft sind ausgeschlossen)
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Abbildung 10 - Darstellung von Protein S-freies Antigen nach Mutationstyp als Boxplot-Diagramm
(Patienten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, unter hormoneller Kontrazeption oder
Schwangerschaft sind ausgeschlossen)
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4.2.4. Phanotyp des Protein S-Mangels unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonis-

ten

Eine im klinischen Alltag haufig auftretende Fragestellung ist, ob die Untersuchung auf
thrombophile Risikomarker unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten sinnvoll ist. Un-
ter Einnahme von Phenprocoumon, Warfarin oder ahnlichen Substanzen sind Proteine mit
Vitamin K-abhangiger Synthese wie Protein C und Protein S in verminderter Aktivitat und
Konzentration messbar, so dass in der Regel von einer Bestimmung abgeraten wird. Zur
Uberwachung des antikoagulativen Effekts von Vitamin K-Antagonisten wird die Throm-
boplastinzeit umgerechnet als Quick-% oder INR-Wert herangezogen. Um die Auswirkung
der Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten auf die Protein S-Bestimmung zu untersu-
chen, wurden die in dem genetisch definierten Kollektiv erhobenen Befunde in Korrelation
zur Thromboplastinzeit gesetzt. Da Patienten mit Verdacht auf einen erblichen Protein S-
Mangel in einigen Fallen mehrmals, einmal mit und einmal ohne Einnahme eines Vitamin
K-Antagonisten vorstellig wurden, liegen von den 136 genetisch untersuchten Patienten
insgesamt 179 Untersuchungsdaten vor, welche in den Abbildungen 11 bis 14 dargestellt
sind.

Die Abbildungen 11 bis 14 veranschaulichen deutlich, dass auch unter Einnahme eines
Vitamin K-Antagonisten ein signifikanter Unterschied (p<0,001) zwischen den genetisch
definierten Gruppen mit oder ohne Mutation im PROS1-Gen auszumachen ist. Tatsachlich
scheinen Protein S-Aktivitat und Protein S-freies Antigen hier noch praziser zwischen ge-
netisch kranken Patienten und solchen mit erworbenem Mangelzustand unterscheiden zu
konnen. Wahrend die Patienten mit negativen molekulargenetischem Ergebnis fur Se-
quenzvarianten oder Deletionen im PROS1-Gen im nativen Zustand schlechter von den
Patienten mit familiarem Protein S-Mangel zu unterscheiden waren, zeigen sie doch unter
Einfluss eines Vitamin K-Antagonisten ein groReres Potenzial eine gewisse Restaktivitat
an funktionellem Protein aufrecht zu erhalten. Patienten mit nachgewiesener Mutation im
PROS1-Gen kdénnen unter dem exogenen Stressfaktor eines Vitamin K-Antagonisten kei-
ne relevanten Mengen mehr an funktionierendem Protein S bilden und liegen in der Aktivi-
tat an der Nachweisgrenze. Mittels eines veranderten Cutoffs unter Einnahme eines Vita-
min K-Antagonisten ware also in vielen Fallen der Ausschluss eines hereditaren Protein S-
Mangels als Ursache einer Thromboseneigung mit hoher Sicherheit moglich. Die ROC-A-
nalyse (Abbildung 15, Tabelle 8) kennzeichnet Aktivitats- und freies Antigen-Messung als

hochwertige Verfahren auch unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten.

24



1207 : o PROS1-Genetik
: Onegativ
£ : ® @ positiv
= 1007 ]
) :
z : o
() |
S 801 @ o
o~ ' o
: B
© o) le) 6%
S 60 R S
- 1 o [ )
= o© 1 o0 8o ége
< 00 O o o
) é? © 4 §§¢9& o
c 407 0®o 03’“’? 8 o
— o (o] 'e e ©O
9 009 %% ~ o 1®¢ © °
o &o 0 L 2 ®
= o oL ! o8
o o © 0° ) o? °
207 o oe® o ® oo
o ﬁvg‘b‘ Ce : o0
0 T T | EE— | T
0 20 40 60 80 100 120

Thromboplastinzeit in Quick-%

Abbildung 11 - Streudiagramm mit Darstellung der Protein S-Aktivitat in Abhangigkeit von der zeitgleich er-
mittelten Thromboplastinzeit und Kennzeichnung des molekulargenetischen Ergebnisses fir Mutationen im
PROS1-Gen; Markierung der unteren Grenze des Referenzbereichs der Thromboplastinzeit bei 70 Quick-%
als gestrichelte Linie
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Abbildung 12 - Boxplot-Diagramm mit Darstellung der Protein S-Aktivitat kategorisiert nach der Throm-
boplastinzeit mit Annahme der Wirksamkeit eines Vitamin K-Antagonisten bei Werten <70 Quick-%
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Abbildung 13 - Streudiagramm mit Darstellung von Protein S-freies Antigen in Abhangigkeit von der zeit-
gleich ermittelten Thromboplastinzeit und Kennzeichnung des molekulargenetischen Ergebnisses fiir Mutati-
onen im PROS1-Gen; Markierung der unteren Grenze des Referenzbereichs der Thromboplastinzeit bei 70
Quick-% als gestrichelte Linie
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Abbildung 14 - Boxplot-Diagramm mit Darstellung von Protein S-freies Antigen kategorisiert nach der
Thromboplastinzeit mit Annahme der Wirksamkeit eines Vitamin K-Antagonisten bei Werten <70 Quick-%
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Abbildung 15 - ROC-Kurven fur Protein S-Aktivitat und freies Antigen als Testvariablen fur
das Vorliegen einer PROS1-Mutation unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten (Ein-

schlusskriterium Thromboplastinzeit < 70 Quick-%)

Tabelle 8 - Kenndaten der ROC-Analyse unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten

Flache unter der Kurve p-Wert’
Protein S-Aktivitat 0,940 (95%-Cl: 0,881-0,998) <0,001
Protein S-freies Antigen 0,916 (95%-CI: 0,815-1,000) <0,001

*Wahrscheinlichkeit fuir die Nullhypothese, dass die wahre Flache gleich 0,5 ist.

4.3. Genetischer Hintergrund des Protein S-Mangels

Mit Hilfe direkter Sequenzierung und MLPA konnten in dem untersuchten Kollektiv bei 49
Patienten aus 35 Familien Mutationen im Protein S-Gen gefunden werden.

Eine Auflistung der pathologischen molekulargenetischen Ergebnisse gibt Tabelle 9 wie-
der. Insgesamt wurden 11 bekannte und 17 noch nicht beschriebene Mutationen gefun-
den. Auf die einzelnen Mutationstypen bezogen, handelt es sich um 7 neue und 8 bekann-
te Missensemutationen mit einem Aminosaurenaustausch in der Peptidsequenz, 2 neue
und 1 bekannten Basenaustausch, welcher in ein Stoppcodon resultiert, 3 unbekannte Le-
serahmenverschiebungen durch Deletion oder Insertion sowie 4 neue und 1 bekannte
Spleilbmutation. GrofRe Deletionen wurden mittels MLPA in 4 Familien identifiziert. In einer
Familie konnte die bis dahin noch nicht beschriebene Deletion des einzelnen Exons 9 so-

wie angrenzender Intronregionen ermittelt werden.
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Tabelle 9 - Laboranalytische, klinische und molekulargenetischer Befund bei Patienten mit PROS1-Mutation
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Literaturangaben in Tabelle 4: a#0, b#1, ¢#2, d*3, e*4, 5, g*6, h*7, |48
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5. Diskussion

Ziel dieser Untersuchung war es, hereditare Formen des Protein S-Mangels in einem gro-
Reren Kollektiv zu identifizieren und auf laborphanotypischer, klinischer und genetischer
Ebene zu beschreiben. Zwischen 2005 und 2011 wurde in der Hamostaseologischen Am-
bulanz an der Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen bei fast
6000 Patienten eine Untersuchung auf hereditare Thrombophilien durchgefihrt. Grund der
Vorstellung waren entweder thromboembolische Ereignisse in der Eigen- oder Familien-
anamnese oder mit thrombophilen Gerinnungsstérungen in Verbindung gebrachte Symp-
tome, wie z.B. eine Abortneigung. Bei allen diesen Patienten wurde die Aktivitdt und das
freie Antigen von Protein S bestimmt. Eine Schwierigkeit stellte die in diesem Kollektiv
weit verbreitete Einnahme von Vitamin K-Antagonisten und dadurch artifiziell erniedrigte
Protein S-Werte dar, weswegen anzunehmen ist, dass eine unbekannte Anzahl an Patien-
ten mit erblichem Protein S-Mangel nicht erkannt wurde. Zudem handelt es sich um ein
hochgradig vorselektioniertes Kollektiv, weshalb epidemiologische Daten nur mit Vorsicht
aus den vorliegenden Zahlen abgeleitet werden kdnnen. Insgesamt wurde bei 170 Patien-
ten der Verdacht auf einen erblich bedingten Mangel an Protein S erhoben. Hiervon wur-
den 136 Patienten, die in die molekulargenetische Diagnostik einwilligten, auf genetischer
Ebene untersucht und in 49 Fallen eine Mutation im PROS1-Gen gefunden.

Da vends thromboembolische Ereignisse in der Eigen- oder Familienanamnese typischer-
weise der Grund sind, warum sich Patienten in einer hamostaseologischen Spezialambu-
lanz vorstellen, ist von einem Selektionsbias auszugehen, wenn verschiedene Gruppen
innerhalb dieses Kollektivs verglichen werden. Es lieRe sich z.B. nicht ohne weiteres
feststellen, in welchem Mal} Patienten mit einer nachgewiesenen Mutation auch ein héhe-
res Risiko fur venése Thromboembolien haben als Patienten mit niedrigen Protein S-Wer-
ten ohne nachweisbarem Defekt im PROS1-Gen, da letztere moglicherweise andere Risi-
kofaktoren aufweisen. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen aber, dass venése Thrombo-
embolien in der Anamnese das charakterisierende Merkmal des hereditaren Protein S-
Mangels sind. Gerade bei grenzwertigen Befunden ist die Anamnese entscheidend fur die
Vortestwahrscheinlichkeit der molekulargenetischen Untersuchung auf PROS1-Mutatio-
nen. Aufgrund der Schwierigkeiten, die die Diagnose eines Protein S-Mangels als Ursache
einer Thromboseneigung mit sich bringt, wurde von Marlar und Gausman#® ein diagnosi-
scher Algorithmus vorgeschlagen, um abnormale Protein S-Werte abzuklaren. Wichtigstes
Kriterium fur die Bewertung von Protein S-Laborparametern war auch hier die Einschat-
zung der Vortestwahrscheinlichkeit flr das Vorliegen eines Protein S-Mangels, d.h. Kla-

rung ob Uberhaupt eine Thrombophilie in Eigen- oder Familienanamnese vorliegt.
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Nach Auswertung der Daten aller 136 Patienten, welche bei Verdacht auf einen erblichen
Protein S-Mangel einer Gendiagnostik zugestimmt hatten, blieb unter Ausschluss der Pati-
enten mit bekannten Ursachen fur eine erworbene Protein S-Verminderung wie Schwan-
gerschaft und hormoneller Kontrazeption nur noch ein Fall tibrig, bei dem Protein S-Aktivi-
taten unter 40% auffielen und keine Sequenzvarianten oder Deletionen in dem von uns
verwendeten Testsystem nachweisbar waren. Ob in diesem Fall mit einer eindeutig famili-
ar vorhandenen Protein S-Erniedrigung und Thromboseneigung eine isolierte groRe Dele-
tion in den nicht untersuchten Exonen 3, 8 oder 14 vorlag, oder ob in seltenen Fallen an-
dere Gendefekte diesen Phanotyp auslésen kdnnen, ist unklar. Diese Ergebnisse unter-
stlitzen daher die Beobachtung von Mulder et al.?0, dass ein niedrigerer Cut-Off die diag-
nostische Leistungsfahigkeit der verfugbaren Protein S-Bestimmungsmethoden verbes-
sern kann.

Auf der Grundlage der Kenntnis des PROS1-Genotyps wurde in dieser Arbeit eine Grenz-
wertoptimierung fir das Auffinden geeigneter Cutoff-Werte flr Aktivitat und freies Antigen
des Protein S durchgeflhrt. An den den Herstellerangaben zu entnehmenden, vorge-
schlagenen Grenzen der Referenzbereiche von ca. 60% fur Aktivitat und 70% fur freies
Antigen sind demzufolge zwar hohe Sensitivitaten von 97% bzw. 87% zu erwarten, die
Spezifitat der so verwendeten Testsysteme liegt aber nur bei ca. 30%. Uber 90%ige Spezi-
fitaten waren in beiden Testsystemen erst unterhalb eines Cutoffs von 45% zu erheben.
Lange Zeit gab die Beobachtung von konsistent niedrigen Protein S-Werten bei Patienten
ohne pathologischem Befund in der PROS1-Sequenzanalyse den Experten Ratsel auf.
Dennoch wurde in Kopplungsanalysen eine eindeutige Verbindung mit dem Genlocus von
PROS1 gezeigt.5' Johansson et al. beschrieben daraufhin grof3e Deletionen, die mittels
einer quantitativen PCR in 3 von 8 untersuchten Familien gefunden wurden.?? Die Einfiih-
rung der MLPA vereinfachte die Detektion grof3er Deletionen innerhalb des Genoms und in
einer weiteren Arbeit beschrieben Pintao et al. groflde Deletionen im PROS1-Gen bei 6 von
18 Patienten mit niedrigen Protein S-Werten und unauffalliger Sequenzierung.®® Das in
dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv wies grofde Deletionen bei 6 Patienten aus 4
unterschiedlichen Familien auf und nach Ausschluss von Patienten unter hormoneller Kon-
trazeption und wahrend der Schwangerschaft verblieb nur ein Fall einer Patientin mit Pro-
tein S-Aktivitaten unter 40% und vorbeschriebenem familiarem Protein S-Mangel, bei dem
keine schadigende Veranderung des PROS1-Gens nachgewiesen wurde.

Diese Beobachtungen geben Grund zur Annahme, dass hereditdre Mangelzustande an
Protein S nahezu immer mit einer Mutation im Bereich des PROS1-Gens in Verbindung

stehen und hierin auch die thrombophile Neigung begrindet ist. Somit ware die moleku-
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largenetische Untersuchung der Goldstandard der Protein S-Diagnostik, welcher die Diag-
nose einer Thrombophilie bei Protein S-Mangel sichern kann.

Ob niedrige erworbene Protein S-Spiegel selbst thromboseausldsend sein kénnen oder
nur ein Hamostasesystem mit verandertem Equilibrium zwischen thromboseférdernden
und -verhindernden Faktoren darstellen, ist eine interessante Fragestellung, welche von
Marlar et al. wiederholt diskutiert wurde.>* 55 Diesbezliglich liefert die hier vorliegende Ar-
beit weitere Hinweise, in dem sie bei Kenntnis der PROS1-Genetik die Auswirkungen der
Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten auf den Laborphanotyp untersucht. Patienten
welche aufgrund grenzwertiger Protein S-Spiegel eine molekulargenetischen Diagnostik
erhielten und darin unauffallig waren, haben unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonis-
ten ein hoheres Potenzial, diesen exogenen Stressfaktor auszugleichen und noch eine
gewisse Menge an funktionellem Protein S zu bilden. Patienten mit Nachweis einer
PROS1-Mutation zeigen unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten Protein S-Spiegel
die an der Nachweisgrenze der verwendeten Testsysteme liegen. Aus der Beobachtung,
dass sich das laboranalytische Bild unter Einwirkung eines exogenen Stressoren der Vi-
tamin K-abhangigen Synthese besser differenziert, lassen sich interessante Uberlegungen
ableiten. Bei der Bestimmung der Protein S-Spiegel unter nativen Bedingungen handelt es
sich um eine Momentaufnahme eines mehr oder minder im Gleichgewicht befindlichen
Systems aus thromboseausldsenden und -verhindernden Faktoren. Entsprechend weit er-
streckt sich der Bereich der messbaren Werte auch bei genetisch gesunden ohne Problem
im Protein C/S-System auch uber die klassischerweise verwendete Grenze der zweifa-
chen Standardabweichung vom Mittelwert eines Referenzkollektivs hinaus. Umgekehrt
haben Patienten mit heterozygot vorliegenden schadlichen Mutationen im PROS1-Gen
durch Hochregulation der Transkription vom verbleibenden Gen die Moglichkeit an den
Normalbereich heranreichenden Plasmaspiegel an funktionellem Protein S zu bilden. Auf
diese Weise entsteht der weite Bereich Uber den sich genetisch Gesunde und Kranke im
Protein S-System laborphanotypisch Uberlappen. Der Unterschied zwischen beiden Grup-
pen besteht darin, dass genetisch Gesunde das Potenzial haben bei erhdhtem Bedarf an
Protein S, also bei verstarkter Thrombin- und Fibrinbildung durch thrombotische Prozesse,
die Produktion anzuheben und damit adaquat zu reagieren, wahrend Patienten mit hete-
rozygoten Defektvarianten oder Deletionen bereits unter Normalbedingungen eine hoch-
regulierte Protein S-Synthese haben und die Gefahr besteht, dass bei erhdhtem Bedarf

das System entgleist und es zum thrombotischen Ereignis kommt.
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Die konventionelle Klassifikation des Protein S-Mangels in einen von drei Typen geschieht
auf der Grundlage des Laborphanotyps. Eine kongruente Erniedrigung von Aktivitat und
freiem Antigen wird als Typ | klassifiziert, wahrend die Aktivitdtsminderung bei normalem
Antigennachweis als Typ Il beschrieben wird und nach der Theorie ein dysfunktionelles
Protein aufgrund einer Missensemutation darstellen soll.3¢ Fiir einen als Typ Il beschrie-
benen Phanotyp mit erniedrigter Aktivitat und niedrigem freien Protein S bei normalem to-
talem Antigengehalt konnte bislang kein kausaler Zusammenhang mit thromboemboli-
schen Ereignissen hergestellt werden.5” Auch die Beobachtung, dass der Wechsel von ei-
nem Typ zum anderen nicht nur bei Patienten mit der gleichen Mutation sondern auch bei
ein und demselben Individuum zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufzutreten scheint, lasst
die Frage aufkommen, wie sinnvoll diese Klassifikation ist. Dabei scheint die Uberschét-
zung der Leistungsfahigkeit hamostaseologischer Labormethoden mit hohen Varianzkoef-
fizienten aufgrund test-, chargen- und tagesspezifischer Faktoren nur ein Grund hierfar zu
sein. Neben der Heterogenitat der Mutationen im Protein S-Gen, die der Vorstellung eines
eindeutig klassifizierbaren Mangelzustands widerspricht, scheint wie oben stehend ausge-
fuhrt auch der einmalig bestimmte Phanotyp im Sinne einer Momentaufnahme an sich
nicht genugend aussagekraftig zu sein, um einen Schluss auf eine tatsachliche (gene-
tisch) vorliegende Erkrankung im Sinne eines Mangelzustands zuzulassen. Es muss viel-
mehr angenommen werden, dass die laborchemischen Phanotypen von Menschen mit ei-
nem Defekt im Protein S-System und Normalpersonen sich weitgehend Uberlappen und
die eigentliche Erkrankung erst bei Hinzukommen eines prothrombotischen Stressfaktors
zum Ausdruck kommt, wenn der heterozygote Mangelzustand mit einer hochregulierten
Genexpression dekompensiert.

Eine einfache Angabe der laborphanotypischen Parameter mag aufgrund dieser Uberle-
gungen sinnvoller erscheinen als eine Klassifizierung in die Typen | bis Il und deckt sich
besser mit dem genetischen Befund, wie die vergleichende Analyse des Phanotyps bei
Kenntnis des PROS1-Genotyps (Kap. 4.2.3.) dieser Arbeit belegt. Wahrend Protein S-Ak-
tivitatswerte zwischen 60 und 40% der Norm haufig erworbenen Zustanden zugeschrieben
werden kdnnen oder durch Missense-Mutationen verursacht sind, sprechen konsistent un-
ter 40% messbare Aktivitaten stark flr das Vorliegen einer Mutation im PROS1-Gen und
neben Nonsense-Mutationen mussen dann auch grof3e Deletionen in Betracht gezogen
werden, die nur mit Durchfiihrung einer MLPA oder ahnlicher Verfahren Gberprift werden

konnen.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit liefert erstmals eine Phanotyp-Genotyp-Korrelation des Protein S-Mangels in
einem groReren Kollektiv mit 136 molekulargenetisch auf Sequenzvarianten oder Deletio-
nen im PROS1-Gen uberpriften Patienten. Bezlglich des klinischen Phanotyps waren
wegen der Auswahl der Patienten aus einem vorselektieren Thrombosekollektiv nur be-
schrankt Aussagen zu erwarten. Es zeigte sich jedoch, dass ein vends thromboemboli-
sches Ereignis in der Eigen- oder Familienanamnese das entscheidende Kriterium fur die
Vortestwahrscheinlichkeit einer positiven PROS1-Genetik darstellt.

Die molekulargenetische Untersuchung des PROS1-Gens bezlglich Sequenzvarianten
oder Deletionen konnte nahezu alle starken Verminderungen der Protein S-Aktivitat und
des freien Antigens auf eine ursachliche Mutation in diesem Gen zurtckfuhren.

Bei der Analyse des laboranalytischen Phanotyps konnte der sinnvolle Einsatz der kon-
ventionellen Klassifikation nicht nachvollzogen werden. Die Klassifikation in einen Typ Il
mit normalem Gesamtprotein aber erniedrigtem freien Protein wurde bereits von anderen
Autoren als wenig aussagekraftig eingeschatzt. In dem hier untersuchten Kollektiv lieferte
auch die Klassifikation in Typ | und Il aufgrund der Korrelation von Aktivitat und freiem An-
tigen in den verwendeten Testsystemen weder auf laboranalytischer noch genetischer E-
bene unterscheidbare Gruppen. Eine eindeutige, hochsignifikante Korrelation bestand je-
doch fur das Ausmal der Verminderung an Aktivitat und freiem Antigen und dem moleku-
largenetischen Ergebnis. Grolie Deletionen und Nonsense-Mutationen zeigten die nied-
rigsten Restaktivitaten und freie Antigenspiegel. Es wird daher vorgeschlagen auf die
Klassifikation in einen Subtyp zu verzichten und stattdessen lediglich die Aktivitat und das
freie Antigen als quantifizierbares Ausmald des auf genetischer Ebene angenommenen
Defekts anzugeben. Von einem Protein S-Mangel im Sinne einer Diagnose sollte nur bei
wiederholt niedrigen Werten und thrombophiler Eigen- oder Familienanamnese gespro-
chen werden.

Die den Herstellerangaben zu entnehmenden unteren Grenzwerte der Referenzbereiche
fur Protein S-Aktivitat und freies Antigen sollten als diagnostischer Cutoff nur unter Vorbe-
halt herangezogen werden. Diese Werte ergeben sich in der Regel aus der zweifachen
Standardabweichung vom Mittelwert eines Kontrollkollektivs und bieten als Grenzwert
zwar eine hohe Sensitivitat, die aber mit einer hohen Rate an falsch Positiven erkauft wird.
Spezifitaten Gber 90% waren in den in dieser Arbeit angewandten Testsystemen erst un-

terhalb eines Cutoffs von 45% der Norm fur Aktivitat und freies Antigen gegeben.
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Bei Betrachtung des laboranalytischen Phanotyps unter Einnahme eines Vitamin K-Anta-
gonisten zeigte sich, dass Patienten mit PROS1-Mutation Aktivitaten und freie Antigenwer-
te an der unteren Nachweisgrenze der Testsysteme aufwiesen, wahrend genetisch unauf-
fallige Patienten héhere Spiegel an funktionellem Protein S aufrecht erhalten konnten.
Neben der praktischen Aussage, dass auch unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten
erhobene Protein S-Werte diagnostische Hinweise liefern kdnnen, fuhrt diese interessante
Beobachtung zurtick zu der eingangs erwahnten Perspektive auf hereditare Thrombophili-
en als erbliche Defekte in einem komplex regulierten System. Die thrombophile Diathese
der betroffenen Patienten kann Uber Jahre stumm verlaufen und selbst laboranalytisch
nahezu unauffallig sein, da der heterozygote Defektzustand unter Normalbedingungen
durch Hochregulation der Proteinsynthese und redundante antithrombotische Mechanis-
men ausgeglichen wird. Unter dem Einfluss eines Stressfaktors der Proteinsynthese (Vi-
tamin K-Antagonist) oder bei erhéhtem Verbrauch (thrombogene Prozesse) gerat das Sys-
tem jedoch an seine Grenzen. Kommt es bei letzterem auch zum Versagen der Kompen-
sationsmechanismen, kann sich die genetische Veranlagung als Thrombose manifestie-

ren.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Cl
HGMD
HR
INR

LAE
MLPA
PCR
PROS1
SVT
TPZ
TIA
TVT
VKA

Konfidenzintervall
Human Genome Mutation Database
Hazard Ratio

International Normalized Ratio (standardisiertes Maf3 der
Thromboplastinzeit)

Lungenarterienembolie

multiplex ligation-dependent probe amplification
Polymerase-Kettenreaktion

Symbol des Protein S-Gens

Sinusvenenthrombose

Thromboplastinzeit

transiente ischamische Attacke

tiefe Venenthrombose

Vitamin K-Antagonist

vendse Thromboembolie oder ventés thromboemboli-

sches Ereignis
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