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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Patienten mit einem intrakraniellen Tumor gehéren zu denjenigen Patienten mit dem
hochsten Thromboserisiko. Bei 20 - 30 % der Patienten mit einem Glioblastom WHO
IV tritt im weiteren Verlauf eine klinisch relevante tiefe Beinvenenthrombose auf. Ein
derart hohes Risiko findet man nur bei Glioblastompatienten; niedriggradige Tumore

gehen mit einem geringeren Thromboserisiko einher.

Einige Risikofaktoren sind fur thrombembolische Ereignisse bei Hirntumorpatienten
schon lange bekannt. Neben diesen Risikofaktoren stellten sich mittels
immunhistochemischer Methoden weitere Ursachen heraus. Gerinnungsaktivatoren,
allen voran der ,tissue factor® sowie Thrombin liegen im Hirntumorgewebe in
signifikant hoéheren Konzentrationen vor als im tumorfreien Hirngewebe und
beweisen somit zumindest die lokale Hochregulierung von Gerinnungskomponenten.
Jedoch beobachtet man nicht nur eine vermehrte Thrombenbildung im
Hirntumorgewebe selbst sondern auch in fernab gelegenen Kérperregionen.

Im Rahmen dieser Arbeit galt es daher, den plasmatischen Gerinnungsstatus im
systemischen Blut sowohl zunéchst pra- als dann auch am ersten und vierten
postoperativen Tag zu untersuchen. Mithilfe der photometrischen Methode wurden
die Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII und XII im
peripheren Blut von Patienten mit einem intrakraniellen Tumor sowie von
Kontrollpatienten, welche den untersuchten Tumorpatienten in Alter, Geschlecht und
Karnofsky-Index ahneln, gemessen und statistisch ausgewertet. Zudem wurden die
Konzentrationen der D-Dimere beider Patientengruppen mittels der turbidimetrischen
Methode bestimmt. Die Aktivitaten von Antithrombin Il sowie die Konzentrationen
von Fibrinogen im peripheren Blut der untersuchten Patienten wurden ermittelt und
ebenfalls statistisch bewertet. Die erhobenen Ergebnisse waren daraufhin mit dem
klinisch manifesten Auftreten von thrombembolischen Komplikationen und dem
Gesamtiberleben der eingeschlossenen Patienten zu korrelieren. Letztlich wurden
die Daten einer in vitro durchgeflihrten immunozytochemischen Analyse der PAR-
Expression auf lebenden humanen Glioblastomzellen, einer Sekretionsstudie fur
Stickstoffmonoxid durch humane Glioblastomzellen sowie eines
Zellproliferationsassays hach Stimulation der Glioblastomzellen mit einem
Gerinnungsfaktor ausgewertet und vor dem Hintergrund der anderen Ergebnisse

diskutiert.
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Fur fast alle Patienten mit einem Hirntumor lassen sich im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollpatienten ~ erhohte  Aktivitaten  der  getesteten
Gerinnungsfaktoren nachweisen. Dabei liegen insbesondere die Aktivitaten der
Gerinnungsfaktoren 11, VIII, IX, X und XI bei Patienten mit einem Glioblastom WHO
IV° sowohl pra- als auch postoperativ haufiger in erhohter Aktivitdt gegeniber der
Kontrollgruppe vor. Patienten mit einem niedriggradigen Gliom, einer intrazerebralen
Karzinommetastase oder mit einem Meningeom weisen weniger markante
Veranderungen auf. Neben den Erh6hungen einzelner Gerinnungsfaktor-Aktivitaten
lassen sich bei Patienten mit einem Hirntumor auf3erdem oOfter mehrere gleichzeitig in
pathologisch erhohter Aktivitat vorliegende Gerinnungsfaktoren beobachten. Zudem
zeigen Patienten mit einem Glioblastom WHO IV° signifikant haufiger Kombinationen
der Faktoren Il & V, Il & IX sowie Il & X, welche gleichzeitig in Uber die Normgrenze
hinaus erhohter Aktivitat vorliegen. Diese multiplen Aktivitatserhdhungen minden
letztendlich immer in einer gesteigerten Bildung des aktiven Thrombins aus seiner
Vorstufe Prothrombin. Bezlglich der Aktivitditen von Antithrombin 1l wurden bei
Hirntumorpatienten stets eindeutig héhere Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe
gemessen. Dabei weisen Patienten mit einem niedriggradigen Gliom ho6here
Aktivitaten von Antithrombin Il auf als Glioblastompatienten.

Bei der Recherche nach thrombembolischen Komplikationen im postoperativen
Zeitraum zeigten sich bei den Hirntumorpatienten signifikant haufiger klinisch
manifeste tiefe Venenthrombosen als bei den Kontrollpatienten. Die Haufigkeit
thrombembolischer Komplikationen nahm mit dem WHO-Grad zu.

Humane Glioblastomzellen exprimieren messenger RNA flr den Protease-aktivierten
Rezeptor Typ 1. Durch Thrombin oder seine Agonisten findet eine reduzierte
Synthese von Stickstoffmonoxid in humanen U373MG Glioblastomzellen statt.
Thrombin und die PAR-Agonisten verursachen einen signifikanten Anstieg der DNS-
Synthese in humanen U373MG Glioblastomzellen und damit eine deutliche Zunahme

der Proliferation.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen
thrombembolischen Komplikationen selbst, der systemischen Gerinnungsaktivitat
und einer erhbhten Tumoraggressivitdit vermuten. Eine prophylaktische
Antikoagulation, besonders fur Patienten mit einem Glioblastom WHO 1V°, ist daher
zu diskutieren. Eine lokale Hemmung der Gerinnungsfaktor-Rezeptoren im Hirntumor

selbst kdnnte einen therapeutischen Ansatz darstellen.

\Y
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2. Einleitung

2.1. Intrakranielle Tumore

2.1.1. Intrakranielle Tumore im Allgemeinen

Definition

Als primare Hirntumore werden alle primar im Gehirn entstehenden
Gewebswucherungen bezeichnet (Schlegel et al. 2003). Sie kdnnen sich aus den
Nervenzellen, der Glia, den Meningen, den Hirnanhangsgebilden, den Hirngefal3en
sowie den Plexus choroidei bilden. Auch im ZNS entstandene Lymphome sind den
primaren Hirntumoren zuzuordnen (Schlegel et al. 2003).

Epidemiologie

Die Inzidenz primarer Hirntumore wird auf 11 - 12 pro 100.000 Einwohner pro Jahr
geschétzt (Schlegel et al. 2003). Von diesen Tumoren ist circa die Halfte maligne und
betrifft 1 % der Krebsneuerkrankungen pro Jahr. Bei Kindern stellen die Hirntumore
mit einer Inzidenz von 3/100.000/Jahr die zweithaufigste Neubildung dar (Legler et
al. 1999). Nach diesem ersten Haufigkeitsgipfel im Kindesalter ist die Inzidenz
zwischen dem 15. und 24. Lebensjahr ricklaufig und steigt dann bis zum 70.
Lebensjahr wieder an. Dabei nimmt besonders der Anteil maligner Hirntumore zu
(Schlegel et al. 2003).

Atiopathogenese

Neben dem Lebensalter korrelieren auch Geschlecht und sozialer Status mit dem
Entstehen von Hirntumoren. So treten zum Beispiel Gliome ungeféhr doppelt so
haufig bei Mannern, Meningeome dagegen zweimal mehr bei Frauen auf (Schlegel
et al. 2003). Beziglich des sozialen Status wurde ein statistisch signifikant hoheres
Risiko fur die Bildung primarer Hirntumore bei Personen mit hoéherem
Lebensstandard nachgewiesen (Preston-Martin 1996). Als weiterer Risikofaktor gilt
die Strahlenexposition (Salminen et al. 1999, Schlegel et al. 2003). Selbst
therapeutisch durchgefiihrt ist sie als eine der Hauptursachen fur die Entstehung
weiterer Hirntumoren zu sehen. Auch langanhaltende Immunsuppression beguinstigt

die Entstehung von Hirnneoplasien (Rosenblum et al. 1988, Schlegel et al. 2003).
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Die vielfach in den Medien diskutierte Korrelation zwischen der Entstehung von
Hirntumoren durch vorangegangene Exposition elektromagnetischer Felder ist

dagegen wissenschatftlich bisher nicht bewiesen.

WHO-Klassifikation
Nach ihrer Histogenese werden die Hirntumore in verschiedene Entitaten unterteilt.

Dafur gilt die WHO-Klassifikation der Tumoren des Nervensystems als die gangigste
Methode. Anhand einer vierstufigen Skala liefert sie eine praxisrelevante Beurteilung
der biologischen Wertigkeit der Geschwiilste. Tumore mit dem WHO-Grad | bestehen
aus hoch differenzierten Zellen mit langsamem Wachstum, haben eine ginstige
Prognose und gelten daher als ,gutartig”. Dagegen fallt ein hochmaligner, wenig
differenzierter Tumor mit schneller Wachstumstendenz und ungiinstiger Prognose in
die Kategorie WHO-Grad IV und gilt damit als ,bosartig® (Schlegel et al. 2003). Da
jedoch jede Raumforderung im ZNS durch Verdrangung des umliegenden Gewebes
zu einem erhohten Hirndruck beziehungsweise zur Einengung lebenswichtiger
Zentren fuhren kann, ist die Unterscheidung zwischen gut- und bdsartigen Tumoren

nicht immer befriedigend.

Klinische Symptomatik

In Abhangigkeit von Tumorlokalisation, Tumorart, Wachstumsgeschwindigkeit sowie
Auspragung des peritumoralen Odems kdénnen Hirntumore eine sehr vielgestaltige
Symptomatik verursachen. Das haufigste Krankheitszeichen stellen Kopfschmerzen,
verursacht durch eine Hirndruckerh6hung entweder durch das Tumorgewebe selbst
und/oder durch Ausbildung peritumoraler Odeme beziehungsweise
Liquorabflussstorungen dar (Forsyth und Posner 1993, Schlegel et al. 2003). Weitere
Auswirkungen der intrakraniellen Drucksteigerung koénnen Ubelkeit, Erbrechen,
Schwindel, Mudigkeit, Leistungsminderung, Konzentrations- sowie psychische
Storungen sein. Eine akute Zunahme des Hirndrucks kann gelegentlich zu
Bewusstseinsstorungen fiilhren und damit eine lebensbedrohliche Situation
darstellen. Beféllt ein Tumor ein Hirnareal, das fur bestimmte sensorische,
motorische oder kognitive Funktionen voraussetzend ist, so kommt es zu
entsprechenden neurologischen Ausféllen. Auch epileptische Anfélle fihren haufig

zur Diagnose eines Hirntumors (Schlegel et al. 2003).
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Diagnostik
Diagnostisch werden heute bildgebende Verfahren wie die Computertomografie (CT)

oder die Magnetresonanztomografie (MRT) durchgefuhrt. Mithilfe verschiedener
Sequenzen und Schichtfihrungen des MRTs lassen sich bereits konkrete Aussagen
beispielsweise Uber die Lokalisation des Tumors sowie dessen Wachstumsverhalten
treffen. Die Methoden der digitalen Subtraktionsangiografie sowie der Myelo- und
Zisternografie verlieren dagegen zunehmend an Bedeutung. Auch eine invasive
stereotaktische Biopsie ist heutzutage nur dann angezeigt, wenn sich der Tumor mit
weniger invasiven Methoden nicht diagnostizieren Ilasst, eine genaue
Diagnosestellung jedoch essentiell fir die richtige Therapie des Patienten ist
(Schlegel et al. 2003, Weller 2004).

Therapie
Wie die klinische Symptomatik richtet sich auch die Therapie primarer Hirntumore

nach deren Art, Lokalisation, Ursprungsgewebe sowie dem Allgemeinzustand des
Patienten. In der Regel steht bei Hirntumoren die Operation im Vordergrund. Bei
niedriggradigen Tumoren kann auch das Prinzip von ,watch and wait“ verfolgt
werden (Schlegel et al. 2003). Ziele der chirurgischen Verfahren sind vor allem die
Gewinnung von Gewebeproben zur konkreten histopathologischen Tumordiagnose,
die Erhaltung neurologischer Funktionen sowie das Sichern der Lebensqualitat. Das
primare Ziel ist es dabei, so viel Tumormasse wie moglich zu entfernen, ohne dem
Patienten zu schaden. Eine Strahlentherapie wird in der Neuroonkologie nur selten
primar sondern vielmehr adjuvant verwendet. Weniger bedeutsam als Operation und
Strahlentherapie ist bei der Behandlung primarer Hirntumore die Chemotherapie.
Lediglich bei primaren ZNS-Lymphomen und bei Gliomen WHO IlI° und IV° gibt es
vielversprechende chemotherapeutische Konzepte (Schlegel et al. 2003, Weller
2004, Kuhn et al. 2009).

2.1.2. Gliome

Gliome gehdren zu den Tumoren neuroepithelialen Ursprungs. Sie entstehen aus
entarteten Gliazellen und werden je nach vermutlicher Art ihres Ursprungsgewebes

benannt. Die groBe Gruppe der Gliome umfasst sowohl Astrozytome,
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Oligodendrogliome, Mischgliome, Ependymome, Tumoren des Plexus choroideus

sowie seltene Tumoren unklarer Genese.

2.1.2.1. Astrozytome

Mit einem Anteil von tber 60 % sind die Astrozytome die haufigsten Vertreter der
Gliome. Nach der WHO-Klassifikation unterteilt man sie in weitere vier Gruppen.
Pilozytische Astrozytome des WHO-Grades | stellen die haufigsten Hirntumoren im
Kindesalter dar. Sie sind in 85 % der Falle im Kleinhirn lokalisiert (Schlegel et al.
2003). Entsprechend ihres WHO-Grades ist die Raumforderung pilozytischer
Astrozytome meist relativ umschrieben und gut gegen das Nachbargewebe
abgegrenzt. Der Hirntumor gilt trotz ausgepragter Polymorphie der Tumorzellen
sowie pathologischer Gefal3proliferationen als benigne und ist operativ sogar
prinzipiell heilbar (Schlegel et al. 2003).

Die diffusen Astrozytome des WHO-Grades Il machen etwa 5 % der Hirntumoren aus
und finden sich meist in den GrolRhirnhemisphéren (Schlegel et al. 2003). Ihr
Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr. Im Gegensatz zum
pilozytischen Astrozytom ist hier die Grenze zu benachbartem Hirngewebe
makroskopisch nicht genau zu erkennen. Mikroskopisch sind die diffusen
Astrozytome durch maRig zellreiches aber gut differenziertes astrozytares
Tumorgewebe gekennzeichnet. Bei einem diffusen Astrozytom besteht bereits die
Maoglichkeit zur malignen Progression (Schlegel et al. 2003).

Auch die anaplastischen Astrozytome vom WHO-Grad Ill machen etwa 5 % aller
Hirntumoren aus, indem sie entweder de novo oder durch Malignisierung eines
Astrozytoms WHO-Grad 1l entstehen (Schlegel et al. 2003). Anaplastische
Astrozytome befinden sich bei Erwachsenen meist in den GroRR3hirnhemisphéaren, bei
Kindern im Hirnstamm. In der mikroskopischen Beurteilung fallt eine gegeniber den
Astrozytomen vom WHO-Grad Il erhdhte Zelldichte, eine verstarkte nukleare und
zellulare Polymorphie sowie eine erhdhte Mitosenanzahl auf (Schlegel et al. 2003).
Das multiforme Glioblastom vom WHO-Grad 1V ist das hdchstgradige Astrozytom
und tritt mit einer Inzidenz von etwa drei Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
pro Jahr am haufigsten auf (Schlegel et al. 2003, www.cbtrus.org). Derzeit noch

unheilbar, betragt die mediane Uberlebenszeit nach Standard- und adjuvanter
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Therapie nur 50 Wochen (Rong et al. 2005). Durch eine adjuvante Chemotherapie
mit Temozolomid konnte die Uberlebenszeit signifikant gesteigert werden (Stupp et
al. 2009). Charakteristischerweise entsteht dieser Tumor in sehr kurzer Zeit.
Verglichen mit niedriggradigen Astrozytomen weist er zehnfach schnellere
Wachstumsraten auf (Rong et al. 2005). Grinde fur das explosive Wachstum von
Glioblastomen sind noch nicht vollig erforscht. Bei der Transformation zu
Glioblastomen kommt es zu einer dramatischen Erh6hung bestimmter
Wachstumsfaktoren — bis auf das Zehnfache verglichen mit Astrozytomen vom
WHO-Grad II (Van Meir und Brat 2004). Seinem Namen entsprechend erscheint das
Glioblastom sehr multiform. Vitales Tumorgewebe kann an Nekrosen grenzen,
Einblutungen an Zysten und/oder narbige Veranderungen. Obwohl das Glioblastom
mit bloRem Auge oft scharf gegen das umliegende Gewebe abgegrenzt erscheint,
bestatigt sich dieser Verdacht mikroskopisch nie. Insbesondere die pathologischen
mikrovaskularen Proliferate sowie Tumorgewebsnekrosen sind typisch fir aus
Glioblastomen gewonnene Histologien und sprechen fir deren hohe Malignitat.
Desweiteren fallen mikroskopisch eine hohe Zelldichte, sehr pleomorphe Zellen und
Kerne sowie eine hohe mitotische Aktivitaten auf. Die Gefal3proliferate neigen zudem
oft zur Thrombosierung (Schlegel et al. 2003, Van Meir und Brat 2004).

2.1.3. Meningeome

Mit einem Anteil von 25 % gehoéren die Meningeome neben den Gliomen und
intrazerebralen Metastasen zu den haufigsten intrakraniellen Tumoren. Im
Gegensatz zu allen anderen Hirntumoren treten Meningeome mit einem Verhaltnis
von 3:2 bis 2:1 haufiger bei Frauen als bei Mannern auf (Schlegel et al. 2003). Meist
betreffen sie Erwachsene ab dem 50. Lebensjahr. Typische Lokalisationen sind die
Falx cerebri, die Hirnhaute im Bereich der GroRhirnkrimmung, die Frontobasis, der
Keilbeinfligel, die basalen Zisternen sowie der Kleinhirnbrickenwinkel (Schlegel et
al. 2003). Charakteristischerweise liegt das Tumorgewebe breitbasig der Dura mater
auf. Ein sogenannter ,dural tail“ ist im MRT diagnostisch hilfreich (Gasparetto et al.
2007). Die Tumorgrenzen meist scharf einhaltend komprimieren und verdrangen sie
das umliegende gesunde Hirngewebe (Schlegel et al. 2003). Die WHO-Klassifikation

sieht fir die Tumorentitat der Meningeome drei verschiedene Grade vor.
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Meningeome vom WHO-Grad | sind gutartige Tumoren mit einem niedrigen Risiko fur
aggressives Wachstum und Rezidivbildung und damit einer giinstigen Prognose
nach Resektion. Sie betreffen bis zu 80 % der Patienten.

Ist das Meningeom durch aggressiveres Wachstum und/oder eine erhohte
Wabhrscheinlichkeit fir Rezidivbildung gekennzeichnet, so wird es laut WHO-
Klassifikation in den Grad Il eingestuft (Schlegel et al. 2003). Das atypische
Meningeom grenzt sich durch seine erhOhte Mitoseaktivitatt von den
niedriggradigeren Meningeomen ab. Vom umliegenden gesunden Gewebe zeigt es
keine scharfe Abgrenzung mehr.

Die kleinste Gruppe der Meningeome bilden die anaplastischen Meningeome WHO-
Grad IlI. Sie zeichnen sich mikroskopisch durch Anaplasiezeichen und grof3flachige
Nekrosen aus. Klinisch bieten sie aufgrund ihres invasiven Wachstums, einer hohen
Rezidivrate sowie der Fahigkeit zur Metastasenbildung — sogar hamatogen in
aulRerhalb des ZNS gelegene Organe — eine sehr ungtinstige Prognose (Perry et al.
1999, Schlegel et al. 2003). Postoperative Uberlebenszeiten von zwei Jahren werden
im Mittel kaum erreicht (Perry et al. 1999).

2.1.4. Hirnmetastasen peripherer Malignome

Auch Metastasen extrakranieller Tumoren zéhlen zu den haufigsten Tumorentitaten.
Sie machen etwa 20 - 30 % aller Hirntumoren aus (Schlegel et al. 2003). Als
Primartumor liegt in 40 - 60 % der Falle ein Bronchialkarzinom vor, gefolgt von
Mammakarzinomen und malignen Melanomen (Schackert 2002). Bei 10 - 20 % der
Patienten wird eine intrazerebrale Metastasierung diagnostiziert, ohne dass ein
Primartumor bereits bekannt ist (Schackert 2002). Prinzipiell kénnen sich ZNS-
Metastasen in allen Bereichen ansiedeln. Dabei bevorzugen sie im Gehirn die
Rinden-Mark-Grenze im Bereich der GroRhirnhemisphéaren (Schlegel et al. 2003).
Meist weist das Metastasengewebe mikroskopisch eine hohe Mitoseaktivitat, grol3e
Tumorgewebsnekrosen, randstandige Gefalproliferationen und weitere
Malignitatsmerkmale auf (Schlegel et al. 2003). Gegen das benachbarte Gewebe gilt
es als relativ scharf abgegrenzt, obwohl neuere Forschungsprojekte und
Kongressberichte eine hthere Invasivitat vermuten (Fidler et al. 1999, Schlegel et al.
2003).
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2.2. Physiologie der Blutgerinnung

Die Blutgerinnung (Hamostase) erflllt die fir den Organismus ganz wesentliche
Aufgabe der Kontrolle des Blutstroms. So wirde jede Verletzung des
Blutgefal3systems unter Umstdnden zu einem todlichen Blutverlust fihren, kdnnte die
Hamostase die Blutung nicht stoppen und einen Uberméafigen Austritt von Blut aus
dem Kreislauf verhindern.

Die Blutgerinnung erfordert ein komplexes Zusammenspiel von Endothelzellen der
GefaBwand, Thrombozyten, plasmatischen Gerinnungsfaktoren und des
fibrinolytischen Systems.

In der zellularen (primaren) Hamostase kommt es initial nach Verletzung der
Gefallwand zur vaskularen Kontraktion und damit zur Verringerung des Blutflusses
aus dem geschadigten Gefal3 (Loffler 2000). Anschlie3end binden die Thrombozyten
Uber Rezeptoren auf ihrer Oberflache entweder direkt an freigelegte subendotheliale
Strukturen oder werden tber den von-Willebrand-Faktor (vWF) mit ihnen verbunden.
Durch diese Adhéasion kommt es zur Thrombozytenaktivierung (Thomas 2005). Die
Thrombozyten setzen aus Granula die Plattchenfaktoren Adenosindiphosphat,
Serotonin, Thromboxan und andere frei, welche ihrerseits die Gefal3kontraktion
sowie die Aktivierung der Thrombozyten verstarken (Loffler 2000). Durch
Adenosindiphosphat induzierte  Verdnderungen der  Oberflachenrezeptoren
ermoglichen zudem weitere Haftstellen fir Fibrinogen sowie VWF und fuhren damit
zur Thrombozytenaggregation. Der initial enstandene, instabile und lockere ,weile
Thrombus® verfestigt sich schnell unter Einbau von Leukozyten und Erythrozyten zu
einem stabilen ,roten Thrombus* (L6ffler 2000).

Das Ziel der plasmatischen (sekundaren) Hamostase ist die Bildung von Fibrin.
Dieser unlésliche Blutfaserstoff ermdglicht eine Verklebung des verletzten GefalRes
bis zum Abschluss der Wundheilung. Seine Bildung beginnt mittels proteolytischer
Abspaltung zweier Peptide aus dem noch Idslichen Fibrinogen durch die
Serinprotease Thrombin (Barthels und von Depka 2003). Anschlielend kdnnen die
freigelegten Spaltstellen mit denen benachbarter Fibrinmolekile in Verbindung
treten. Es entstehen polymere Fibrinaggregate. Schlie3lich induziert der als
Transglutaminase wirkende aktivierte Faktor XIII kovalente Quervernetzungen im
Fibrin und sorgt damit fir dessen endgultige Stabilitdt (Barthels und von Depka
2003).
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Thrombin (aktivierter Faktor Il) wird seinerseits durch proteolytische Abspaltung aus
Prothrombin gebildet (Loffler 2000). Prothrombin wird mithilfe von Vitamin K in der
Leber synthetisiert und durch proteolytische Spaltung an der Plasmamembran vor
allem von Thrombozyten aktiviert (Loffler 2000). Fiur diese Spaltung ist die
sogenannte Prothrombinase, ein Komplex aus den aktivierten Gerinnungsfaktoren V
und X verantwortlich (Loffler 2000). Wéahrend der Faktor V durch einen Rezeptor der
Thrombozytenmembran aktiviert wird, ist fir die Aktivierung des ebenfalls als
Serinprotease wirkenden Faktors X das intravaskulare beziehungsweise
extravaskuléare System der Blutgerinnung verantwortlich (Abb. 1) (L6ffler 2000).

Das extravaskulare (extrinsische) System gewahrleistet eine rasche Blutstillung nach
Verletzungen. Durch die Schadigung der GefalRwand wird Gewebethromboplastin
(tissue factor, Faktor Ill) aus dem subendothelialen Bindegewebe freigelegt (Loffler
2000). Daraufhin bindet und aktiviert es den Gerinnungsfaktor VII. Der Komplex aus
aktiviertem Faktor VII und dem Faktor Il bildet eine Serinprotease, die den Faktor X
aktiviert (Loffler 2000).

Das intravaskulare (intrinsische) System verlauft etwas langsamer. Dafur erméglicht
es eine Blutgerinnung auch im intakten Gefal3system (L6ffler 2000). Im ersten Schritt
wird der Faktor XII aktiviert, woflr auf3er Kontakt mit dem Endothel auch in der Leber
synthetisiertes Kallikrein notwendig ist. Der aktivierte Faktor XII spaltet den Faktor XI,
welcher seinerseits im nun aktivierten Zustand den Faktor IX spaltet und aktiviert.
Der aktivierte Faktor IX ist daraufhin in der Lage, den Faktor X proteolytisch zu
aktivieren. Diese Reaktion erfolgt nur sehr langsam. Sie kann jedoch durch Bindung
des aktivierten Faktors VIl wesentlich beschleunigt werden, nachdem dieser durch
Thrombin oder den aktivierten Faktor Xl gespalten und damit aktiviert wurde (Abb. 1)
(Keil und Fiedler 2000, Loffler 2000, Barthels und von Depka 2003).

Die Gerinnungsfaktoren werden normalerweise in der Leber synthetisiert und kénnen
teilweise auch in Thrombozyten (Faktor V) und Endothelien (Faktor VIII) gespeichert
werden. Nach ihrer Freisetzung zirkulieren die Gerinnungsfaktoren als inaktive
Proenzyme im Blut und funktionieren bei ihrer Aktivierung mit Ausnahme des Faktors
Xlll als Serinproteasen. lhre Wirkung kann durch Bildung von Komplexen mit
Calciumionen und Phospholipiden beschleunigt werden (Katalysatoreffekt) (Loffler
2000).

Um die Ausbreitung der lokalen Blutgerinnung sowie ein vollstandiges Erliegen der

Blutzirkulation zu verhindern, enthalt das Blut neben den Gerinnungsaktivatoren
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proteolytisch gespalten und somit aktiviert werden. Sogenannte Plasminogen-
Aktivatoren sind zum einen der aus dem Endothel sezernierte Gewebeplasminogen-
Aktivator (tPA) und zum anderen die vorwiegend aus dem Urogenitaltrakt
stammende Urokinase (uPA) (Keil und Fiedler 2000). Wird Fibrin durch Plasmin
gespalten, so entstehen spezifische Spaltprodukte, sogenannte D-Dimere. Kénnen
sie im Blut eines Patienten nachgewiesen werden, so kann das bedeuten, dass
irgendwo im Kdorper ein Prozess mit Gerinnung und Fibrinolyse abgelaufen ist (Loffler
2000).

2.3. Gerinnung und Hirntumore

2.3.1. Thrombose und Hirntumore

Bereits 1861 beschrieb der Pariser Arzt Armand Trousseau (1801-1867) in ,Clinique
médicale de I'Hétel-Dieu de Paris® Zusammenhange zwischen Tumoren und dem
Hamostasesystem (Hach-Wunderle und Hach 1999). Trousseaus Ansicht nach
besteht ,...bei jeder Cachexie eine Verminderung der rothen Blutkérperchen und
Vermehrung des Faserstoffs sowie des Serumantheiles... Daraus zog ich nun den
Schluss, dass jeder cachektische Zustand, der nicht mit Tuberculose oder mit dem
Puerperium in Verbindung zu bringen ist, mit grésster Wahrscheinlichkeit auf einen
Krebstumor deute.” (Hach-Wunderle und Hach 1999). Trousseau musste 1867
schlie3lich bei sich selbst den von ihm beschriebenen Symptomenkomplex des
paraneoplastischen Syndroms diagnostizierten. Er schloss daraus, an einem
Magenkarzinom zu leiden, an dem er ein halbes Jahr spater verstarb (Hach-
Wunderle und Hach 1999). Die Koinzidenz der Phlebothrombose mit einem Tumor
wird seither als Trousseau-Syndrom bezeichnet (Hach-Wunderle und Hach 1999).

Der erste Bericht Uber ein pathologisches Gerinnungssystem bei Patienten mit
Gehirntumoren wurde 1952 von Nathanson und Savitsky verdéffentlicht (Sawaya und
Ligon 1994). Sie hatten eine erhdhte Thrombozytenadhasion bei sechs von acht
Patienten mit einem Gehirntumor beobachtet (Nathanson und Savitsky 1952). Auch
mit modernsten (peri-) operativen Mdoglichkeiten gilt die vendse Thromboembolie
nach der Tumorerkrankung selbst noch heute als die zweith&ufigste Todesursache

bei Malignompatienten (Pruemer 2005, Mousa 2006). Schatzungen zufolge stirbt
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jeder siebte stationdre Tumorpatient an einer pulmonalen Embolie. Damit ist das
Risiko, an einer vendsen Thromboembolie zu sterben fir Tumorpatienten dreifach
hoher als fur Patienten ohne tumorése Erkrankungen (Pruemer 2005).

Oftmals geschehen die thrombembolischen Ereignisse noch bevor die Erstdiagnose
eines Hirntumors gestellt wird. Man fand bei 7,3 % der Patienten mit idiopathischer
Thrombose im Rahmen einer halbjahrigen Nachbeobachtungszeit eine maligne
Erkrankung (Hettiarachchi et al. 1998). Eine Krebserkrankung, die bis zu einem Jahr
nach beziehungsweise zur gleichen Zeit mit einer ventsen Thromboembolie
diagnostiziert wird, ist zudem mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und
einer schlechteren Prognose assoziiert (Sgrensen et al. 2000). Hochste Inzidenzen
fur vendse Thromboembolien findet man bei Patienten mit Gliomen (Simanek et al.
2007). So betragt das Risiko fur eine klinisch manifeste tiefe Beinvenenthrombose
bei Patienten mit Glioblastomen 20 - 30 % (Rong et al. 2005). Niedriggradige
Astrozytome gehen mit einem niedrigeren Risiko einher (Rong et al. 2005). Addiert
man zu den Klinischen noch die subklinischen Falle, betragt die Wahrscheinlichkeit
sogar bis zu 60 %, dass Patienten, die wegen ihrem Hirntumor operiert werden, in
den ersten sechs postoperativen Wochen vendse Thromben entwickeln (Ornstein et
al. 2002). 85 % aller thrombembolischen Komplikationen treten innerhalb der ersten
drei postoperativen Monate auf und sind bei Patienten mit héhergradigen Gliomen
signifikant haufiger als bei Patienten mit niedriggradigen Tumoren (Kuhn et al. 2009).
In stdndigem Bestreben der Medizin nach bestmdglichen Ergebnissen stellt sich die
Frage nach Grinden und Ursachen dieser hohen Assoziation zwischen Hirntumoren
und thrombembolischen Ereignissen. Zahlreiche krankheits- und
behandlungsbedingte Risikofaktoren sind dafir lange bekannt. Hierzu gehéren die
Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen wahrend der Operation, in der
postoperativen Phase sowie durch eine Strahlen- oder Chemotherapie, Immobilitat,
eine reduzierte Muskelpumpe durch Paresen, zentrale Regulationsstérungen des
Kreislaufs und/oder der Vasomotoren sowie weitere allgemeine Risikofaktoren wie
Nikotinabusus, orale Kontrazeptiva und eine familidare oder erworbene Thrombophilie
(Quevedo et al. 1994, Marras et al. 2000, Otten et al. 2000, Schlegel et al. 2003).
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2.3.2. Tissue factor und Hirntumore

Auch auf molekularer Ebene konnten einige Mechanismen aufgezeigt werden,
welche fur das hohe Vorkommen tiefer Venenthrombosen verantwortlich sind.
Besonders die Bedeutung des tissue factors (TF) nahm in der Malignombiologie
wahrend der letzten Jahre zu — sowohl beim Tumorwachstum, der Metastasierung
als auch der Angiogenese. Wéahrend im gesunden Hirnparenchym hauptsachlich
Astrozyten den tissue factor produzieren, kann er auch von Gliomzellen exprimiert
werden, wobei seine Konzentration mit dem WHO-Grad zunimmt (Marras 2000,
Ornstein et al. 2002, Deitcher 2003, Van Meir und Brat 2004, Rong et al. 2005). In
Studien wurde zum Beispiel gefunden, dass die TF-mRNA 500 x starker in
Astrozytomen als in tumorfreiem Hirngewebe vorliegt (Ornstein et al. 2002).

Der tissue factor (Gewebethromboplastin) ist einer der wirksamsten
Gerinnungsfoérderer. Er wird am starksten von den hypoxischen, die zentrale
Tumornekrose umgebenden Zellen exprimiert (Rong et al. 2005). Normalerweise ist
TF ein 47 kDa groRRer Transmembranrezeptor, der von perivaskularen Stromazellen
exprimiert wird aber auch in l6slicher Form existiert. Kommt es zu vaskularer
Schadigung, interagiert TF mit dem Gerinnungsfaktor VII/Vlla, welcher wiederum die
Gerinnungskaskade in Gang setzt und zur Hamostase fiihrt (Ogiichi et al. 2000,
Rong et al. 2005). Das hat auch zur Folge, dass in tUber 50 % der Glioblastome
Gefal3e vorliegen, deren zentrales Lumen entweder durchgangig, degeneriert oder
thrombosiert ist (Van Meir und Brat 2004).

Der tissue factor hat eine pleiotrope Wirkung (Abb. 2). Er nimmt an einer Reihe
intrazellularer Signalprozesse teil. So ist er zum Beispiel an der Tumorzelladh&sion
und Migrationsreaktionen beteiligt (Korte 2000, Ornstein et al. 2002). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Blutgefalle in Tumoren mit fir TF positivem
Endothel signifikant dichter waren als in jenen, deren Endothel negativ fir TF war
(Ornstein et al. 2002). Auch Rickles et al. beobachteten durch den tissue factor
induzierte, VEGF &hnliche Funktionen. Sie stellten fest, dass Tumorzellen, die TF-
komplementare DNS enthalten, sowohl in vitro als auch in vivo ein maligneres
Verhalten zeigen und schlossen daraus, dass erhdhte TF-Expressionen in Tumoren
mit einer schlechteren Prognose, erhéhten Angiogenese sowie ,multidrug-resistance®
korrelieren (Rickles et al. 2003).
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und Thrombosierung aber auch bei Entzindung und GefaR3proliferation (Coughlin
2005). Mehrere Studien konnten zudem eine Uberexpression der PAR’s in
verschiedenen Malignomen nachweisen (Even-Ram et al. 1998, Kaufmann et al.
1998, Darmoul et al. 2003, Fernandes et al. 2006, Kuhn et al. 2009), deren
Auspragung direkt mit dem Tumorgrad korreliert (Kuhn et al. 2009). Im
Tumorgewebe leiten die PAR’s Signale als Antwort auf Tumor-generierte Proteasen
weiter und fordern sowohl Tumorwachstum, -invasion als auch die Metastasierung.
(Boire et al. 2005, Arora et al. 2007). Aul3erdem konnte eine Induktion der
Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch PAR-1 an Rattengliomzellen nachgewiesen
werden (Meli et al. 2001). Auch eine PAR-1 vermittelte Verstarkung der Expression
inflammatorischer Zytokine sowie eine Erhdhung des intrazellularen Calciums wurde
in Gliomzellen beobachtet (Okamoto et al. 2001, Fan et al. 2005). Die Aktivierung
des Prototyps PAR-1 erfolgt vor allem durch Thrombin und den aktivierten
Gerinnungsfaktor X (Arora et al. 2007). Wahrend Thrombin PAR-vermittelt die
Thrombenbildung und Tumorprogression fordert, spaltet der aktivierte Faktor X
ebenfalls mithilfe des PAR-1 proteolytisch Prothrombin zu Thrombin und verstarkt
somit die prokoagulatorischen und Tumor-proliferativen Effekte. Auch eine
Aktivierung des PAR-1 durch antikoagulatorische Proteasen wie das aktivierte

Protein C und Plasmin wurde beobachtet (Bae und Rezaie 2008).
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3. Ziele der Arbeit

Vieles spricht dafiur, dass neben der bereits bekannten lokalen auch eine
systemische Hochregulierung von Faktoren des Gerinnungssystems bei Patienten
mit einem intrakraniellen Tumor besteht und dass deren Auspragung mit dem WHO-
Grad korreliert. Unter der Voraussetzung, dass es mehrere Arbeiten Uber die
Interaktion zwischen dem Auftreten von Thrombosen sowie Gerinnungsstorungen im
Hirntumorgewebe selbst gibt, soll in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf dem
plasmatischen Gerinnungsstatus bei Patienten mit einem intrakraniellen Tumor
liegen. Dariiber hinaus soll gezeigt werden, dass es fur den Hirntumor einen Vorteil

bringt, wenn Gerinnungskomponenten auf die Tumorzellen einwirken.

(2) Zunachst war fur diese Studie ein Antrag bei der Ethikkommission der

Friedrich-Schiller-Universitat zu erarbeiten und zu stellen.

(2) In der Arbeit galt es zu untersuchen, inwiefern sich der systemische
Gerinnungsstatus von Patienten mit Gehirntumoren sowohl praoperativ als

auch frih postoperativ verandert.

(3) Im Speziellen sollte herausgefunden werden, ob im peripheren Blut von
Patienten mit einem intrakraniellen Tumor praoperativ pathologische
beziehungsweise im Vergleich mit einer Kontrollgruppe erhdhte Aktivitaten
der Gerinnungsfaktoren II, V, VII, VIII, IX, X, Xl, Xll, Xl und/oder des
Antithrombins 1l sowie erhéhte Konzentrationen der D-Dimere und
Fibrinogen nachweisbar waren. Wenn das der Fall war, sollte ermittelt
werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Tumorentitat und der Art und

Weise der Veranderungen der Gerinnungsfaktoren besteht.

(4) Desweiteren sollte ermittelt werden, ob bei Patienten mit einem
intrakraniellen Tumor mehrere Gerinnungsfaktoren gleichzeitig in erhéhter
Aktivitat vorliegen und welche Faktoren besonders haufig erhdht aktiviert
sind beziehungsweise welche Kombinationen der Mehrfacherhéhungen

auftreten.
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)

(6)

Die erhobenen Ergebnisse waren anschlie3end mit dem klinisch manifesten
Auftreten  von  thrombembolischen Komplikationen  und  dem

Gesamtuiberleben der eingeschlossenen Patienten zu korrelieren.

Letztlich waren die Daten einer in vitro durchgeflhrten
immunozytochemischen Analyse der PAR-Expression auf lebenden
humanen Glioblastomzellen, einer Sekretionsstudie fur Stickstoffmonoxid
durch humane Glioblastomzellen sowie eines Zellproliferationsassays nach
Stimulation der Glioblastomzellen mit einem Gerinnungsfaktor zu werten

und vor dem Hintergrund der anderen Ergebnisse zu diskutieren.
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4., Materialien, Patienten und Methodik

4.1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit beruht auf einer prospektiven klinisch-experimentellen Studie,
in der durch Messung von Gerinnungsparametern im Blut der systemische
Gerinnungsstatus von Patienten mit Hirntumoren mit dem von Patienten ohne
Tumorleiden verglichen wird. Fir die Blutentnahmen und ihre anschliel3ende
laborante Untersuchung lag eine Genehmigung der lokalen Ethikkommission
(Medizinische Fakultat der FSU Jena) vor. Alle Patienten willigten nach einer
Aufklarung schriftlich in die Studie ein.

Die Studie ist in zwei Phasen unterteilt. Bei der ersten Phase handelt es sich um eine
Korrelationsstudie. Fir sie wurden ausschliel3lich die préaoperativen Werte der
Gerinnungsfaktoren, D-Dimere, AT Il und Fibrinogen aus dem peripheren Blut von
Patienten mit einem Hirntumor mit den Werten von Kontrollpatienten verglichen.

Um auch Einblicke in den postoperativen Status der Gerinnungswerte zu gewinnen,
wurde die Studie nach dem ersten Jahr durch eine zweite Phase erganzt. Hierflr
wurden die Konzentrationen der Gerinnungsfaktoren, D-Dimere, AT Il sowie
Fibrinogen im Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie nicht nur praoperativ,

sondern auch am ersten und vierten postoperativen Tag bestimmt.

4.2. Ablauf der Studie

Nach stationdrer Aufnahme wurden die Patienten zunéchst Uber das Anliegen
aufgeklart sowie Ein- und Ausschlusskriterien anhand eines vorher erstellten
Fragebogens ermittelt und der Karnofsky-Index bestimmt. Aus dem entnommenen
Blut wurden anschlieBend im Labor des Institutes fur Klinische Chemie des
Uniklinikums Jena die Konzentrationen der Gerinnungsfaktoren Il, V, VII, VI, IX, X,
XIl, XIl, Xl sowie der D-Dimere bestimmt. Als weitere, das Thromboserisiko
charakterisierende Blutwerte wurden neben den Gerinnungsfaktoren und den D-
Dimeren auch die Konzentrationen von Fibrinogen und die Aktivitdten von
Antithrombin 1ll préoperativ sowie am ersten und vierten postoperativen Tag

dokumentiert. AulRerdem gaben die Krankenblatter Aufschluss uber Alter und
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Vorerkrankungen der Patienten. Der pathologische Befund lieferte die genaue
Tumordiagnose. Sowohl Krankenblatter als auch pathologische Befunde wurden
dem SAP-System sowie dem Archiv entnommen beziehungsweise direkt in den
entsprechenden Instituten erfragt. Schlie8lich wurde nach Beendigung der
Gerinnungsfaktor-Bestimmungen und mit einem zeitlichen Abstand von sechs
Monaten zum letzten untersuchten Patienten die postoperative Haufigkeit von
thrombembolischen Komplikationen ermittelt. Dies geschah durch Befragung der
Patienten; Verlaufsberichte nach stationaren Aufenthalten sowie Arztbriefe dienten

als zusatzliche Informationsquellen.

4.3. Patienten

4.3.1. Einschluss- und Ausschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten mit primaren Hirntumoren oder
intrazerebralen Karzinommetastasen, welche im Zeitraum von Juni 2006 bis Juli
2008 in der Klinik fir Neurochirurgie des Uniklinikums Jena operiert wurden. Auch
bei Patienten mit zunachst unklaren Raumforderungen des ZNS erfolgte praoperativ
eine Blutentnahme. Falls durch die histologische Beurteilung des Tumorgewebes der
Verdacht auf einen primaren Hirntumor oder eine intrazerebrale Karzinommetastase
nicht bestéatigt werden konnte, wurden die Untersuchungen bei diesen Patienten
abgebrochen. Die Kontrollgruppe bestand aus neurochirurgischen Patienten ohne
Tumorleiden, welche in oben genanntem Zeitraum an der Wirbelsaule, meist wegen
eines Bandscheibenvorfalls, operiert wurden. Die Kontrollpatienten ahneln den
Tumorpatienten in Alter, Geschlecht und Karnofsky-Index, um bei der statistischen
Auswertung ein confounding der Ergebnisse zu vermeiden. Die Gruppen der
Tumorpatienten und der Kontrollpatienten unterschieden sich in diesen Kriterien nicht
signifikant voneinander.

Ausgeschlossen von der Studie wurden Tumorpatienten mit konservativer
Behandlung, da von ihnen keine Histologien gewonnen werden konnte, Patienten im
postoperativen Zustand sowie Patienten, die bis zu vier Wochen vor der
Blutentnahme Gerinnungshemmer oder -aktivatoren (zum Beispiel ASS, Falithrom,

Konakion et cetera) einnahmen. Da einige Patienten keine genauen Angaben zu
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Von den praoperativ untersuchten Tumorpatienten litten 41 (19 Frauen, 22 Manner)
an einem Glioblastoma multiforme WHO IV°. Zehn Patienten (funf Frauen, funf
Méanner) hatten ein pilozytisches Astrozytom WHO 1°, ein diffuses Astrozytom WHO
lI°, ein Gangliozytom WHO [° oder ein Gangliogliom WHO 1I° und wurden in die
Patientengruppe mit niedriggradigen Gliomen zusammengefasst. 29 Patienten (21
Frauen, acht Manner) hatten ein Meningeom WHO 1° oder II° und wurden ebenfalls
zu einer Patientenkohorte zusammengefasst. Bei 23 Patienten (17 Frauen, sechs
Méanner) wurde ein Meningeom WHO [° diagnostiziert. An einer Karzinommetastase
litten insgesamt 26 Patienten (13 Frauen, 13 Manner) (Abb. 4). Jedem
Tumorpatienten wurde ein Kontrollpatient mit demselben Geschlecht zugeordnet.
Entsprechend der verschiedenen Haufigkeitsgipfel der Tumorentitaten findet sich bei
den in dieser Arbeit untersuchten Patienten eine unterschiedliche Altersverteilung.
So schwankt das Alter bei den Glioblastompatienten zwischen 37 und 86 Jahren und
betragt im Mittel 66 Jahre = 10 Jahre. Bei den Patienten mit einem niedriggradigen
Gliom schwankt es zwischen 16 und 66 Jahren und betragt im Mittel 32 Jahre = 16
Jahre. Die Patienten mit einem Meningeom WHO 1° oder 11° waren zur Untersuchung
zwischen 20 und 78 Jahre alt (Mittelwert: 57 Jahre + 14 Jahre) und die mit einem
Meningeom WHO [° ebenfalls zwischen 20 und 78 Jahre (Mittelwert: 57 Jahre + 14
Jahre). Das mittlere Alter bei den Patienten mit einer intrazerebralen
Karzinommetastase betrug 63 Jahre £ 11 Jahre und schwankte zwischen 22 und 79
Jahren. Die miteinander verglichenen Patientengruppen unterschieden sich nicht
signifikant in Alter und Karnofsky-Index (Abb. 4).

Zusatzlich zur praoperativen erfolgte eine postoperative Bestimmung der
Gerinnungsfaktoren sowie der D-Dimere von insgesamt 33 Patienten. Darunter
befanden sich 12 Glioblastompatienten (sieben Frauen, finf Manner). Von den vier
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom waren zwei weiblich und zwei mannlich.
Untersucht wurden desweiteren 12 Patienten (acht Frauen, vier Manner) mit einem
Meningeom WHO I° oder II° sowie neun Patienten (sieben Frauen, zwei Manner) mit
einem Meningeom WHO [°. Funf Patienten (zwei Frauen, drei Manner) litten an einer
Karzinommetastase (Abb. 5). Der Anteil der weiblichen und mannlichen Patienten
der Kontrollgruppe entspricht dem der jeweiligen Tumorgruppe. Die
Patientengruppen unterscheiden sich wiederum hinsichtlich Geschlecht, Alter und

Karnofsky-Index nicht signifikant voneinander (Abb. 5).
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Gerinnungsfaktor IX-Mangelplasma
(human)
3x1ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Gerinnungsfaktor X-Mangelplasma (human)
3x1ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Gerinnungsfaktor XI-Mangelplasma

(human) Dade Behring Marburg, Deutschland
3x1ml

Gerinnungsfaktor XlI-Mangelplasma

(human) Dade Behring Marburg, Deutschland
3x1ml

Berichrom F Xl mit

- NADH-Reagenz 3 x5 ml

- Aktivator-Reagenz 3 x 5 ml
- Nachweis-Reagenz 3 x 5 ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

D-Dimer PLUS mit

- D-Dimer PLUS Reagenz
6 x4 ml

- D-Dimer Akzelerator
6 x5 ml

- D-Dimer Plus Rekonstitutionsmedium
1x25ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Zusatzliche Reagenzien

Dade® Innovin®
10 x 10 ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Pathrombin**SL
20 Flaschen a 5 ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Calciumchlorid-Lésung
10 x 15 ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Kalibrator

Standard-Human-Plasma
30 Flaschen a 1 ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

D-Dimer PLUS Standard-Plasma
6 x 1 ml Standard-Plasma,
6 Leerflaschen fir Standard niedrig

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Qualitatskontrollmaterial

Kontroll-Plasma N,
Kontroll-Plasma P
jel10x1ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

D-Dimer Kontroll-Plasma mit:

- D-Dimer Kontroll-Plasma |
6x1ml

- D-Dimer Kontroll-Plasma Il
6 x1ml

Dade Behring

Marburg, Deutschland

D-Dimer Kontroll-Plasma |
1:4 verdiinnt

eigene Herstellung aus
D-Dimer Kontroll-Plasma |

Jena, Deutschland

Gebrauchsldsung fir das Kontrollmaterial

Aqua dest

Natriumchlorid

Sigma Aldrich

Schnelldorf, Deutschland

Gerate

Behring Coagulation Timer BCT®

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Behring Coagulation Analyzer BCS®

Dade Behring

Marburg, Deutschland

Tab. 1

Die Tabelle 2 enthalt alle Materialien und Gerate fiir die Expressionsstudien und die

funktionellen Tests an humanen Glioblastomzellen.

Materialien der Bestimmung der Gerinnungsfaktoren und der D-Dimere.

Materialienname |

Firma

Herstellungsort

Reagenzien

Gliomzelllinie U373MG

PD Dr. med. Goldbrunner, Klinik fr
Neurochirurgie der Ludwig-
Maximilians-Universitét

Minchen, Deutschland

DMEM

Biochrom AG Seromed®

Berlin, Deutschland

FCS, je 10 %

Biochrom AG Seromed”

Berlin, Deutschland

L-Glutamin, je 2 mM

Biochrom AG Seromed”

Berlin, Deutschland

Penicillin, je 100 U/ml

Biochrom AG Seromed”

Berlin, Deutschland
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Streptomycin, je 11 pg/ml

Biochrom AG Seromed”

Berlin, Deutschland

RNA

MBI Fermentas GmbH

St. Leon-Rot, Deutschland

rekombinante Tag DNA Polymerase

Invitrogen ™ Life Technologies

Karlsruhe, Deutschland

AVM

MBI Fermentas GmbH

St. Leon-Rot, Deutschland

TRIZOL® Reagenz

Invitrogen™ Life Technologies

Karlsruhe, Deutschland

Rnase-Inhibitor

Roche Molecular Biochemicals

Mannheim, Deutschland

Reaktionspuffer jeweils aus 50 pg/ml

0ligo(dt)1z.15 und 50 U AVM Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Argarosegel, je 1 % Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Ethidiumbromid Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Primer Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
PBS,je0,1 M Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Paraformaldehyd, je 4 % Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland

PAR-1-Agonist (H-2938)

Bachem Biochemica GmbH

Heidelberg, Deutschland

PAR-1-Antagonist (H-1674)

Bachem Biochemica GmbH

Heidelberg, Deutschland

PAR-2-Agonist (H-4624)

Bachem Biochemica GmbH

Heidelberg, Deutschland

PAR-3-Agonist (H-4452)

Bachem Biochemica GmbH

Heidelberg, Deutschland

PAR-4-Agonist (H-4348)

Bachem Biochemica GmbH

Heidelberg, Deutschland

polyklonaler PAR-1-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology

Heidelberg, Deutschland

polyklonaler PAR-2-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology

Heidelberg, Deutschland

polyklonaler PAR-3-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology

Heidelberg, Deutschland

polyklonaler PAR-4-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology

Heidelberg, Deutschland

Sekundéar-Antikorper von der Maus

Molekularproben

Eugene, Oregon, USA

Komponenten des Griess Reagenz Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Thrombin Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
BrduU Roche Molecular Biochemicals Mannheim, Deutschland
Ethanol Sigma Aldrich Schnelldorf, Deutschland
Nukleasen Roche Molecular Biochemicals Mannheim, Deutschland

monoklonale Primar-Antikérper

Roche Molecular Biochemicals

Mannheim, Deutschland

lésliches Chromogen

Roche Molecular Biochemicals

Mannheim, Deutschland

Geréte

Petrischalen, 6 cm Costar Bodenheim, Deutschland
Deckglaschen Costar Bodenheim, Deutschland
96-Well Platten Costar Bodenheim, Deutschland
24-Well Platten Costar Bodenheim, Deutschland
Thermo Cycler Perkin Elmer Turku, Finnland
Mikroplatten-Reader Perkin Elmer Turku, Finnland

1420 VICTOR Light Luminescence Counter

BrdU Labeling und Detection Kit IlI

Roche Molecular Biochemicals

Mannheim, Deutschland

Tab. 2  Materialien und Gerate fir die Expressionsstudien und die funktionellen Tests an

humanen Glioblastomzellen.

45. Methodik

4.5.1. Bestimmung der Gerinnungsfaktor-Aktivitat

Die Bestimmung der Gerinnungsfaktoren erfolgte mithilfe der photometrischen
Methode.

4.5.1.1. Prinzip der photometrischen Methode

Die photometrische Methode bedient sich des Faktes, dass jede Erhdéhung von
Gerinnungsfaktoren im Blut zu einer verkirzten Gerinnungszeit fuhrt. Im speziellen

ist das bei der Faktor II-, V-, VII- und X-Bestimmung die Thromboplastinzeit (TPZ)
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und bei der Bestimmung der Faktoren VIII, IX, XI und XII die partielle
Thromboplastinzeit (PTT). Die photometrische Bestimmung des Faktors Xlll erfolgt
anhand der enzymatischen Messung von NH; mit Hilfe der Glutamat-
Dehydrogenase-Reaktion.

Um die Plasmakonzentration eines einzelnen Faktors zu ermitteln, wird die
Gerinnungszeit (TPZ Dbeziehungsweise PTT) einer Mischung aus dem
Patientenplasma mit einem entsprechenden Mangelplasma gemessen. Ein
Mangelplasma ist in diesem Fall ein lyophilisiertes Standardhumanplasma, in dem
alle Gerinnungsfaktoren in erhohter Konzentration vorliegen aufer der zu
Bestimmende. Folglich ist die Gerinnungszeit lediglich von diesem Gerinnungsfaktor
abhéangig und gibt damit Aufschluss Uber seine Konzentration im Patientenplasma.
Als Nachweisreaktion dient die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin nach Zugabe
eines Startreagenz (Dade® Innovin® bei Faktor Il, V, VII, X beziehungsweise
Calciumchlorid-Lésung bei Faktor VIII, IX, XI, XlI). Der Behring Coagulation Timer
(BCT®) misst daraufhin eine Reduktion der optischen Dichte, die durch die
entsprechende Nachweisreaktion verursacht wird. Das fiihrt zu einer Reduktion der
Lichtdurchlassigkeit, welche photometrisch gemessen wird. Uber eine durch
Verdinnungen von Standard-Human-Plasma erstellte Bezugskurve wird schlie3lich
die Aktivitdt des Gerinnungsfaktors in Prozent der Norm ermittelt (Abb. 6) (Dade
Behring 1999).

Die Bestimmung der Aktivitdt des Gerinnungsfaktors Xlll beruht ebenfalls auf der
photometrischen Methode, allerdings mit einem anderen Prinzip. Dafir wird zunéchst
der in der Probe enthaltene Faktor Xl durch Thrombin zu Faktor Xllla aktiviert. Das
ebenfalls durch Thrombin gebildete Fibrin beschleunigt diese Reaktion. Es wird vor
der Messung jedoch nicht entfernt, da das mit einem Verlust an Faktor XIll
verbunden ware. Stattdessen wird das durch die Thrombineinwirkung gebildete Fibrin
durch ein aggregationshemmendes Peptid (Clotinhibitor) in Lésung gehalten und
somit an der Ausbildung eines Gerinnsels gehindert. Der Faktor Xllla verkntpft ein
spezifisches Peptidsubstrat mit Glycinethylester unter Freisetzung von Ammoniak.
Dieser wird in einer parallel ablaufenden enzymatischen Reaktion bestimmt.
Gemessen wird die Abnahme an NADH Uber die Extinktionséanderung bei 340 nm
(Abb. 7) (Dade Behring 1999, Thomas 2005).
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4.5.1.2. Durchfihrung der Bestimmung der Gerinnungsfaktor-Aktivitat

Probe:

Die die Probe enthaltende 3 ml-Zitratmonovette wurde 10 min bei 1500 x g
zentrifugiert. Das Probenvolumen betrug 10 pl bei den Faktoren ViIII, IX, XI und XII,
20 pl bei den Faktoren 11, V, VII und X beziehungsweise 30 pl bei dem Faktor XIII.

Reagenzien (Gerinnungsfaktoren I, V, VIl und X):

Fiir den Ansatz wurden 150 pl Dade® Innovin® in 10 ml destilliertem Wasser ohne
Schaumbildung geldst, vorsichtig geschwenkt und 15 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Der Inhalt eines Flaschchens (30 pl) mit Faktor Il-, V-, VII- oder X-
Mangelplasma wurde mit 1 ml destilliertem Wasser ohne Schaumbildung gel6st und
nach leichtem Schwenken 15 min bei Raumtemperatur beiseite gestellt, danach

nochmals vorsichtig geschwenkt.

Reagenzien (Gerinnungsfaktoren VIII, IX, Xl und XI):

Es wurden 50 pl des jeweiligen Faktor-Mangelplasmas in 1 ml destilliertem Wasser
ohne Schaumbildung gelést und nach vorsichtigem Schwenken fir 15 min bei
Raumtemperatur beiseite gestellt, danach nochmals leicht geschiittelt. Nach Zugabe
von 75 pl Pathrombin SL und 75 pl Calciumchlorid-Lésung wurde dieser Ansatz flr
115 - 125 s inkubiert.

Reagenzien (Gerinnungsfaktor XlII):

Hier wurde fur den Ansatz das NADH-Reagenz in 5 ml destilliertem Wasser gelost
und 10 min stehen gelassen. Dann wurde es in das Aktivatorreagenz (75 pl)
Uberfihrt und 15 min inkubiert. Daraufhin wurde das Reagenz gut gemischt und in 5
ml Sekundarflaschen mit Barcode geflllt. Aus dem Nachweisreagenz wurden
ebenfalls 75 pl in 5 ml destilliertem Wasser geldst und 15 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Es wurde in 5 Portionen a 1 ml in Eppendorfcups eingefroren. Nach
dem Auftauen wurde es gut gemischt und in eine 5 ml Sekundarflasche mit Barcode

umgefillt. Der Ansatz wurde 290 - 310 s inkubiert.
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Kalibration:

Es wurde 1 ml destilliertes Wasser auf das Lyophilisat des Standard-Human-Plasmas
pipettiert und 10 min bei 15 - 25 °C stehen gelassen. AnschlieRend wurden das
Standard-Human-Plasma sowie das entsprechende, geloste Mangelplasma in
Reagenzienracks in den BCT® geladen. Die Befehle ,Kalibration“ und ,Neu* wurden
nacheinander angewahlt und der zu bestimmende Gerinnungsfaktor gewahlt.
Danach erfolgte die Auswahl der jeweiligen Chargen fir Standard-Human-Plasma,
Innovin (bei den Gerinnungsfaktoren II, V, VII, X) beziehungsweise Pathrombin SL
(bei den Gerinnungsfaktoren VIII, IX, XI, Xll) und Mangelplasma sowie der Befehl
,Kurve messen“. Durch Nutzung des BCT® verliefen alle weiteren Schritte
vollautomatisch. Nach Fertigstellung der Kalibrationskurve wurde diese beurteilt und
mittels einer Messung der Kontrollplasmen N (Normalbereich) und P (pathologischer
Bereich) tberprift.

Kontrollen:

Fur den Ansatz der Kontrollplasmen wurde 1 ml destilliertes Wasser auf das
Lyophilisat pipettiert. Am Gerat wurden die Anforderungen fiir die jeweilige Proben-ID
schlie3lich abgefragt und als rotes Kreuz ins Laborjournal Ubertragen. Der Analyzer

begann daraufhin selbstandig seine Arbeit.

Auswertung (Gerinnungsfaktoren I, V, VII, VIII, IX, X, Xl und XII):

Die Konzentration des Gerinnungsfaktors wurde anhand der Bezugskurve in % der

Norm abgelesen. Betrug der angegebene Sollwert im Standard-Human-Plasma nicht
100 % der Norm, sondern beispielsweise nur 95 %, so wurde das abgelesene
Ergebnis mit 0,95 multipliziert. Bei Gerinnungszeiten, die einem Faktorengehalt von
mehr als 150 % der Norm entsprachen, waren weitere Bestimmungen mit héheren

Probenverdinnungen erforderlich.

Auswertung (Gerinnungsfaktor XII:

Die Geschwindigkeit der Extinktionsanderung nach Erreichen der linearen Phase ist
proportional zur Faktor XllI-Aktivitat und somit auch zu dessen Konzentration.
Ausgewertet wurde Uber die Bezugskurve. Zur Faktorenermittlung wurde Standard-

Human-Plasma als Probe in Doppelbestimmung eingesetzt. Fur die Erstellung der
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Bezugskurve wurde Standard-Human-Plasma in verschiedenen Verdiunnungsstufen

in Doppelbestimmung eingesetzt.

Referenzbereiche:

Faktor II: 70-120 % Faktor VIII: 70 - 150 % Faktor XI: 70-120%
Faktor V: 70-140 % Faktor IX: 70-120 % Faktor XII: 70-150 %
Faktor VII: 70-130 % Faktor X: 70- 140 % Faktor XIlI: 70-140 %

4.5.2. Bestimmung der D-Dimere

4.5.2.1. Prinzip der Methode

Polysterolpartikel,  kovalent an einen  Antikérper (DD5) gegen die
Quervernetzungsregion quervernetzter Fibrinspaltprodukte (D-Dimer) gebunden,
agglutinieren, wenn sie mit D-Dimer-enthaltenden Proben gemischt werden.

Die Quervernetzung ist spiegelsymmetrisch aufgebaut, so dass das Epitop fir den
monoklonalen Antikérper doppelt vorhanden ist. Daher gentgt ein Antikérper, um
Agglutinationsreaktionen  auszulésen, die Uber eine  Tribungszunahme

turbidimetrisch detektiert werden kann.

4.5.2.2. Durchfihrung der turbidimetrischen D-Dimer-Bestimmung

Probe:
Innerhalb von 30 min nach Eingang wurde die Probe zentrifugiert und wahrend der

nachsten 90 min bearbeitet. Das Probenvolumen betrug 50 pl.

Reagenzien:
Zunachst erfolgte die Losung von 85 pl des D-Dimer PLUS Reagenz bei D-Dimer low

beziehungsweise 100 ul bei high/ultrahigh in 4 ml Rekonstitutionsmedium. Nach 5-
minutigem Stehenlassen unter gelegentlichem Schwenken wurde von dem D-Dimer-
Akzelerator 10 ul in 5 ml Wasser gel6st und fir 15 min ebenfalls stehen gelassen.

Das D-Dimer PLUS Rekonstitutionsmedium war bereits gebrauchsfertig.
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Kalibration:

Auf das Lyophilisat des D-Dimer PLUS Plasmas wurde 1 ml destilliertes Wasser
pipettiert, es anschlieBend 20 min bei 15 - 25 °C stehen gelassen. Auch auf das D-
Dimer PLUS Standard wurde zuerst 1 ml destilliertes Wasser pipettiert und dieses 20
min bei 15 - 25 °C stehen gelassen. Anschlie3end wurde ein Aliquot D-Dimer PLUS
Standard Plasma mit physiologischer Kochsalzlosung in der Leerflasche verdinnt.
Vor Gebrauch wurde das Reagenz leicht geschuttelt. Bei D-Dimer high wurde das
Reagenz- sowie das Kalibrationsmaterial ,D-Dimer PLUS Standard Plasma“ nach
Vorschrift geldst und mit den zuséatzlichen Reagenzien D-Dimer-Akzelerator und D-
Dimer PLUS Reagenz kalibriert. Bei D-Dimer low wurde ein Aliquot D-Dimer PLUS
Standard Plasma mit physiologischer Kochsalzldsung in der Leerflasche verdinnt.
Nach Ermittlung der Kalibrationskurve erfolgte deren Beurteilung. Uberprift wurde
sie durch Messung der D-Dimer Kontrollplasmen | und Il sowie des D-Dimer

Kontrollplasmas | verdiinnt 1:4 mit Natriumchlorid.

Kontrollen:

Fur den Ansatz wurde 1 ml destilliertes Wasser auf das Lyophilisat des D-Dimer
Kontrollplasmas | pipettiert. Selbiges Verfahren wurde auch fir das D-Dimer
Kontrollplasma 1l angewandt. Fir die Herstellung des verdinnten D-Dimer-
Kontrollplasmas wurden 200 ul D-Dimer Kontrollplasma | mit 600 pl NaCl verdinnt.

Letztlich begann der Analyzer selbstandig seine Arbeit.

Referenzbereich:

D-Dimere: <190 ugl/l

4.5.3. Bestimmung von Antithrombin Il und Fibrinogen

Die Aktivitatsmessung fir Antithrombin 11l erfolgte indirekt mittels des amidolytischen
chromogenen Verfahrens im Institut fur Klinische Chemie der Uniklinik Jena. Die
Bestimmung der Konzentrationen von Fibrinogen wurde anhand der Methode nach

Clauss ebenfalls im Institut fur Klinische Chemie der Uniklinik Jena durchgefuhrt.

Referenzbereiche:

Antithrombin III: 86 - 122 %

Fibrinogen: 1,8-3,54¢/
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45.4. Gliom-Zellkulturen

Die Gliom-Zellkulturen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
gezichtet und mit 10 % fetalem Kalbserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin erganzt. Ein Wechsel des Mediums fand
jeden zweiten Tag statt. Sobald die Zellen konfluent wurden, wurden Zellpassagen
durchgefuhrt. Fur die NO-Experimente und die Proliferationstests wurden die Zellen
in 96-Well-Platten mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml (entspricht einer Dichte von
1 x 10 Zellen pro Well) gegeben. Fiir die Farbungen wurden die Zellen mit einer
Dichte von 4 x 10 Zellen/ml auf Glas-Deckglaschen gegeben und zur Préparation

der RNA bei einer Dichte von 4 x 10 Zellen/ml in 6 cm-Petrischalen gesetzt.

4.5.5. Aufbereitung der zellularen RNA und reverse Transkription

Die Gesamt-RNA wurde aus den U373MG Glioblastomzellen mittels TRIZOL®
Reagenz prapariert. Die Benutzerhinweise des Herstellers wurden angewendet. Fur
die Synthese von copyDNA (cDNA) wurde 1 pg der Gesamt-RNA denaturiert und in
einem Reaktionspuffer bei 55 °C im Thermo Cycler revers transkribiert, der 50 pg/mi
oligo(dT)12-18 und 50 U AVM reverse Transkriptase (reverse Transkriptase vom Avian

Myeloblastosis Virus stammend) enthielt.

4.5.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation der cDNA mittels PCR (94 °C fir 1 min, 55 °C fir 1 min, und 72 °C
fur 1 min, Uber 30 Zyklen) wurde im Thermo Cycler durchgefihrt. Die durch PCR
amplifizierten Proben wurden auf ein 1 %iges Argarose Gel aufgetragen, durch
Anlage einer Spannung aufgeschlisselt und mittels Ethidiumbromid visualisiert. Die
genutzten Primer wurden bereits friher beschrieben (Miike et al. 2001). Sie sind in

der Tabelle 3 dargestellt. Die Experimente wurden dreifach wiederholt.
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PAR 1 sense CAG TTT GGG TCT GAA TG TGT CG
PAR 1 antisense TGC ACG AGC TTA TGC TGC TGA C
PAR 2 sense TGG ATG AGT TTT CTG CAT CTG TCC
PAR 2 antisense CGT GAT GTT CAG GGC AGG AAT G
PAR 3 sense TCC CCT TTT CTG CCT TGG AAG

PAR 3 antisense AAA CTG TG CCC ACA CCA GTC CAC
PAR 4 sense AAC CTC TAT GGT GCC TAC GTG C
PAR 4 antisense CCA AGC CCA GCT AAT TTT TG

G3PDH sense GTC AAC GGA TTT GGT CGT ATT

G3PDH antisense AGT CTT CTG GGT GGC AGT GAT

Tab. 3 Verwendete Primer fur die PCR (Miike et al. 2001).

4.5.7. Immunozytochemische Analyse der PAR-Expression in vitro auf

lebenden humanen Glioblastomzellen

Die auf den Deckgléaschen kultivierten Glioblastomzellen der Linie U373MG wurden
in 0,1 M Phosphat-gepufferter Salzlésung fir 30 min bei 37 °C, 5 % CO; und 95 %
Luftfeuchte im Zellkulturschrank mit dem polyklonalen Priméarantikorper vom
Kaninchen in einer Verdinnung von 1:500 fur die Protease-aktivierten Rezeptoren
der Typen 1 bis 4 im lebenden Zustand inkubiert. Nach Waschen der Zellen wurde
der Cy3-gekoppelte Sekundarantikbrper aus der Maus in einer Verdinnung von
1:1000 hinzu gegeben und unter den gleichen Bedingungen ebenfalls fir 30 min mit
den Zellen inkubiert. Nach nochmaligem Waschen der Zellen wurden diese nun mit 4
% Paraformaldehyd fixiert. Nach Eindecken der Zellen konnte nun die PAR-
Immunoreaktion unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 594 nm monochromatischem
Fluoreszenzlicht begutachtet werden. Die Experimente wurden dreimal unabhangig

voneinander durchgefihrt.

4.5.8. Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)

Die Produktion und Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch die Gliomzellen der
Linie U373MG wurde in 24-Well Platten mit 2 x 10° Zellen/ml bestimmt. Die NO-
Produktion wurde als Akkumulation von Nitrit im Uberstand mittels Griess Reagenz
(Aggarwal und Mehta 1996) bestimmt. Die Zellen wurden mit Thrombin in steigenden
Konzentrationen von 0,1; 1,0 und 10.0 U/ml fur 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und
95 % Luftfeuchte im Zellkulturschrank inkubiert. 100 pl des Uberstands der Zellen

wurden mit 100 pl des Griess Reagenz versetzt und fur 10 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Die Absorption von Licht wurde im Mikroplatten-Reader bei einer
Wellenlange von 540 nm gemessen und die Mittelwerte von zwei voneinander

unabh&ngigen Experimenten statistisch ausgewertet.

4.5.9. Zellproliferationsassay mittels Inkorporation und Detektion von 5’-

Bromodeoxyuridin (BrdU)

Um die zellulare Proliferation nach Stimulation mit Thrombin zu messen, wurde die
Markierung der DNS mit 5-Bromo-2’-deoxy-Uridin (BrdU) und ihrer Detektion mittels
des BrdU Labeling und Detection Kit Il entsprechend der Benutzungshinweise
ausgefuhrt. Die U373MG Zellen wurden mit 0,1 und 10 U/ml Thrombin
beziehungsweise  mit den  PAR-Agonistenpeptiden und den PAR-
Antagonistenpeptiden in einer Dosierung von jeweils 500 uM in DMEM ohne FCS-
Zusatz fur 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchte im Zellkulturschrank
stimuliert. Zellen mit DMEM mit 10 % FCS dienten als Positivkontrolle. Zellen mit
DMEM ohne Zusatze und ohne Thrombin oder PAR-Peptide dienten als
Negativkontrolle. BrdU in einer Konzentration von 10 uM wurde zu den Zellen in 96-
Well Platten fir zwei Stunden gegeben, bevor die Inkubation gestoppt wurde. So
konnte BrdU in die DNS eingebaut werden. AnschlieRend wurden die Zellen mit -20
°C kaltem Ethanol bei -20 °C im Tiefklhlschrank fir 30 min fixiert. Nachfolgend
wurden die Zellen mit Nukleasen bei 37 °C inkubiert, um einen teilweisen Verdau der
DNS zu erreichen. Dadurch wurde das BrdU fir entsprechende monoklonale
Antikorper erreichbar und die Antikdrper konnten an das anstelle von Thymidin in die
DNS eingebaute BrdU binden. Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurde
das daran gebundene Konjugat mittels eines I6slichen Chromogens visualisiert. Die
Menge der synthetisierten DNS wurde durch die Messung der Extinktion von
monochromatischem Licht bei einer Messwellenlange von 490 nm in einem
Mikroplatten-Reader quantifiziert. Alle Experimente wurden jeweils dreimal und

voneinander unabhangig durchgefihrt.
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4.6. Dokumentation und statistische Methoden

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mittels der
Programme SPSS® (Version 14.0) und Microsoft® Excel® fiir Windows.

Fur die statistischen Tests zum Vergleich der Patientengruppen wurde der exakte,
zweiseitige Mann-Whitney-Test mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05 verwendet.
Die Werte der absoluten Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren sowie von Antithrombin
lll, Fibrinogen und den D-Dimeren sind metrisch, unzensiert, jedoch nicht normal
verteilt und wurden aus zwei voneinander unabhangigen Grundgesamtheiten
ermittelt. Daher erfolgte die statistische Auswertung dieser Daten ebenfalls mittels
des exakten, zweiseitigen Mann-Whitney-Tests, wobei p-Werte < 0,05 als signifikant
gelten.

Fur den statistischen Vergleich der Patientenhaufigkeiten (zum Beispiel beziglich
pathologisch  erhdhter  Gerinnungsfaktor-Aktivitdten,  multipler ~ Erhéhungen
beziehungsweise thrombembolischen Ereignissen im postoperativen Zeitraum)
wurde der Chi®-Test, im speziellen der exakte, zweiseitige Test nach Fischer genutzt,
da die ermittelten Werte zwar ebenfalls aus zwei voneinander unabhangigen
Grundgesamtheiten stammen, jedoch weder metrisch noch ordinal mit vielen
moglichen Werten sind. Das Signifikanzniveau wurde wiederum auf a = 0,05
festgelegt.

Schlielich wurde fur den statistischen Vergleich der mittleren Fibrinogen-
Konzentrationen innerhalb einer Patientengruppe sowie fir die statistische
Auswertung der Sekretionsstudie und der funktionellen Tests der exakte, zweiseitige
Wilcoxon-Test verwendet, da die Auswertung aus einer gepaarten Grundgesamtheit
mit metrischen, symmetrischen, jedoch nicht normalverteilten Daten erfolgte. Als
statistisch signifikant gelten bei den mittleren Konzentrationen von Fibrinogen p-
Werte < 0,05. Bei den zellularen Tests mit einer geringen Standardabweichung

gelten p-Werte < 0,01 als statistisch signifikant.
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Ergebnisse

5. Ergebnisse

Nach einer Gegenuberstellung der absoluten Aktivitatswerte der Gerinnungsfaktoren
von Hirntumor- sowie Kontrollpatienten folgen Vergleiche der pathologischen
Einzelerh6hungen uber die Normgrenze hinaus von Gerinnungsfaktoren sowie deren
pathologische Mehrfacherhéhungen Uber die obere Normgrenze. In der Auswertung
der Patienten mit einem Glioblastom wird anschlieBend auf bestimmte
Kombinationen erhdhter Gerinnungsfaktoren eingegangen, die besondere Relevanz
hinsichtlich eines erhéhten Thromboserisikos und der Tumorbiologie zeigen kénnten.
Zusatzlich zu den Veréanderungen der Gerinnungsfaktoren wurden die Werte von

Antithrombin 11, Fibrinogen und D-Dimeren der Patientengruppen ausgewertet.

5.1. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit

einem Glioblastom WHO IV° und Kontrollpatienten

Vergleich der absoluten Aktivitatswerte der Gerinnungsfaktoren ohne Bewertung der

Normgrenzen

Fast alle Gerinnungsfaktoren der Glioblastompatienten liegen verglichen mit der
Kontrollgruppe in erhdhter Aktivitat vor. Lediglich fir den Faktor XlIl sowie den Faktor
VIl am ersten und vierten postoperativen Tag wurden hodhere Aktivitdten bei den
Kontrollpatienten gemessen, welche jedoch nicht signifikant sind. Signifikante
Unterschiede finden sich dagegen vor allem praoperativ sowie am vierten
postoperativen Tag bei mehreren Gerinnungsfaktoren der Patientengruppe mit einem
Glioblastom. So betragt die mittlere Aktivitat des praoperativ gemessenen Faktors Il
bei den Glioblastompatienten 115,59 % versus 103,12 % in der Kontrollgruppe
(p=0,006). Der mittleren Aktivitat des Faktors VIII von 146,70 % bei den
Tumorpatienten steht eine Aktivitatt von 110,96 % bei den Kontrollpatienten
gegentuber (p=0,011). Die mittlere Aktivitat des Faktors 1X der Glioblastompatienten
von 130,04 % liegt nicht nur oberhalb der laborinternen oberen Normgrenze, sondern
unterscheidet sich auRerdem hochsignifikant von der des Faktors IX von 100,67 %
bei den Kontrollpatienten (p<0,001). Auch die mittlere Aktivitat des Faktors X ist mit
114,26 % signifikant erhdht gegenuber der von 105,54 % der Kontrollgruppe
(p=0,029). Schliel3lich wurde fir den Faktor XI eine mittlere Aktivitat von 113,14 %
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gemessen, welche im Vergleich zu einem Wert von 99,93 % in der Kontrollgruppe
signifikant erhoht vorliegt (p=0,004). Nach dem operativen Eingriff scheinen sich die
mittleren Aktivitdten der Gerinnungsfaktoren beider Patientengruppen einander
anzunahern. Zwar liegen die bei den Glioblastompatienten gemessenen Werte bis
auf die des Faktors XIllII tendenziell hdher, ein signifikanter Unterschied ergibt sich
hierbei jedoch nur fir die mittlere Aktivitat des Faktors IX, welche mit 131,80 %
signifikant erhdht gegeniber der von 111,38 % der Kontrollgruppe ist (p=0,015). Am
vierten postoperativen Tag liegen die Gerinnungsfaktoren beider Gruppen insgesamt
in hoheren mittleren Aktivitaten vor als im Vergleich zu friiheren Zeitpunkten. Sowohl
die mittlere Aktivitat des Faktors VIII von 169,86 % als auch die des Faktors IX von
138,72 % ist Uber der oberen Grenze des Referenzbereichs angesiedelt und
signifikant erhoéht verglichen mit den Werten der Kontrollgruppe von 133,90 % fur den
Faktor VIl (p=0,007) sowie 121,36 % fur den Faktor IX (p=0,005). Auch die
Aktivitaten der dbrigen Gerinnungsfaktoren (wiederum ausgenommen die der
Faktoren VII und XIll) sind im Mittel erhéht bei den Hirntumorpatienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Abb. 8).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologisch erhdhte Aktivititswerte einzelner

Gerinnungsfaktoren

Es sind vor allem die Faktoren des intrinsischen Weges der Gerinnungskaskade
sowie der Endstrecke, die im ventdsen Blut von Glioblastompatienten eine
pathologisch Uber die Normgrenze erhdhte Aktivitat aufweisen. Das belegen die
Diagramme der Abbildung 9, in denen pra- sowie teilweise auch postoperativ die
Faktoren Il, VIII, I1X, X, XI und XlI jeweils bei der gleichen oder einer grol3eren Anzahl
an Glioblastompatienten pathologisch erhdhte Aktivitditen aufzeigen als in der
Kontrollgruppe. Signifikante Unterschiede ergeben sich préaoperativ fur die Faktoren
II, IX und X, die ofter bei Glioblastompatienten in einer Aktivitat vorliegen, welche
Uber der oberen Grenze des Normbereiches liegt, als bei Kontrollpatienten (p=0,007
fur Faktor Il, p=0,004 fur Faktor 1X, p=0,005 fur Faktor X). Am ersten postoperativen
Tag kann bei zehn der 12 Glioblastom- sowie bei zwei der 12 Kontrollpatienten ein
pathologisch aktivierter Faktor IX nachgewiesen werden, so dass sich ein
signifikanter Unterschied von p=0,003 ergibt. Vier Tage nach der Operation zeigen
11 der 12 Glioblastompatienten einen Faktor 1X, der mit pathologisch erhdhter

Aktivitat vorliegt.
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Allerdings ergibt sich aufgrund der ebenfalls gré3eren Anzahl von Kontrollpatienten
mit demselben Merkmal kein signifikanter Unterschied. Dagegen liegt der
Gerinnungsfaktor VIII bei neun und damit signifikant mehr Hirntumorpatienten in
pathologisch erhohter Aktivitat vor verglichen mit drei Kontrollpatienten (p=0,012)
(Abb. 9).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische Erhdhungen der Aktivititswerte

von multiplen Gerinnungsfaktoren

Glioblastompatienten weisen im Vergleich zu Kontrollpatienten ofter mehrere
pathologisch erhohte Aktivitdten von Gerinnungsfaktoren auf als Kontrollpatienten.
Diese signifikante Differenz ist préoperativ zu beobachten, wird am ersten
postoperativen Tag verschleiert und bildet sich anschlie3end erneut aus. Da sich vor
der Operation bei 20 der 41 Glioblastompatienten mehr als ein sowie bei 13 mehr als
zwei Gerinnungsfaktoren mit pathologisch erh6hten Aktivitaten nachweisen lassen,
ergeben sich im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante Unterschiede von p=0,038
beziehungsweise p=0,001. Auch die anderen Mehrfacherhéhungen von Aktivitaten
der Gerinnungsfaktoren finden sich bei Glioblastompatienten tendenziell 6fter als bei
Kontrollpatienten. Signifikante Unterschiede lassen sich hier aufgrund der geringen
Patientenzahlen nicht feststellen. Am ersten postoperativen Tag unterscheiden sich
die Patientenzahlen mit in pathologisch erhdhter Aktivitat vorliegenden
Gerinnungsfaktoren nicht mehr signifikant. Erst am vierten postoperativen Tag finden
sich bei sieben der 12 Glioblastom- versus einem der 12 Kontrollpatienten mehr als
drei Faktoren in pathologisch erhéhter Aktivitat und stellen somit einen signifikanten
Unterschied dar (p=0,027). Der Anteil an Glioblastompatienten, der mehr als zwei
pathologisch aktivierte Faktoren aufweist, ist mit 11 von 12 Glioblastompatienten
beziehungsweise sechs von 12 Kontrollpatienten nicht signifikant, jedoch deutlich
erhoht (p=0,069) (Abb. 10).

Kombinationen aus Gerinnungsfaktoren mit pathologisch erhéhter Aktivitat

Praoperativ fallen in der Gruppe der Glioblastompatienten mehrere Kombinationen
aus pathologisch tber die obere Normgrenze erhdht aktivierten Gerinnungsfaktoren
auf. Zum Beispiel ist bei sieben Tumorpatienten und keinem Kontrollpatienten eine
Kombination pathologisch erhéhter Aktivitdten der Faktoren Il & X festzustellen
(p=0,012). 12 Glioblastom- versus zwei Kontrollpatienten zeigen die Kombination

pathologisch erhohter Aktivitaten der Faktoren Il & V (p=0,007).
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Die Kombination pathologisch erhohter Aktivitaten aus den Faktoren Il & IX wird
praoperativ bei sechs Hirntumorpatienten beobachtet und damit signifikant haufiger,
verglichen mit der Kontrollgruppe (p=0,016). Nachdem am ersten postoperativen Tag
keine signifikanten Unterschiede nachweisbar sind, zeigen drei Tage spater acht der
12 Tumorpatienten und zwei der Kontrollpatienten die Kombination aus den
pathologisch aktivierten Faktoren Il & IX, so dass sich ein signifikanter Unterschied
von p=0,036 ergibt. Die Kombination aus den anderen Gerinnungsfaktoren mit
erhohten Aktivitaten zeigt keine bedeutsamen Aspekte (Abb. 11).

Antithrombin 1ll, Fibrinogen und D-Dimere

Wahrend die Aktivitaten des Antithrombins Il bereits préoperativ zwar nicht
signifikant aber dennoch deutlich tber denen der Kontrollgruppe liegen (p=0,061),
sind die hochsignifikanten Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen im
frihen postoperativen Zeitraum hervorzuheben. Mit mittleren Aktivitdten von 106,67
% am ersten sowie 114,38 % am vierten postoperativen Tag bei den
Glioblastompatienten versus 90,14 % und 101,48 % bei den Kontrollpatienten
entstehen signifikante Unterschiede von p<0,001 (erster postoperativer Tag) und
p=0,001 (vierter postoperativer Tag) (Abb. 12). Desweiteren liegen die Werte von
Antithrombin Il zu beiden postoperativen Messzeitpunkten haufiger bei den
Patienten mit einem Glioblastom in pathologisch erhdhter Aktivitat vor als bei den
Kontrollpatienten (p=0,021 am ersten postoperativen Tag, p<0,001 am vierten
postoperativen Tag) (Abb. 13). Die mittlere Konzentration von Fibrinogen betragt
praoperativ. 3,53 g/l bei den Tumorpatienten versus 3,21 g/l bei den
Kontrollpatienten. Sie steigt am ersten postoperativen Tag in der Kontrollgruppe im
Mittel auf 3,46 g/l an und liegt somit hochsignifikant Uber jener der
Glioblastompatienten von 2,68 g/l, bei denen eher ein Konzentrationsabfall zu
beobachten ist (p=0,001). Wahrend sich am vierten postoperativen Tag bei den
Kontrollpatienten ahnliche Werte fir die Konzentration an Fibrinogen finden, so
zeigen sich in der Tumorgruppe nun wesentlich hodhere, oberhalb des
Referenzbereiches liegende Werte um 3,91 g/l. Der Anstieg des Fibrinogens vom
ersten zum vierten postoperativen Tag bei den Patienten mit einem Glioblastom ist
signifikant (p=0,002). Bei der Auswertung der D-Dimere fallen im Verlauf keine
wesentlichen Unterschiede zwischen Tumor- und Kontrollgruppe auf. Im Mittel liegen

die Werte in beiden Patientengruppen im oberen Referenzbereich (Abb. 12).
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5.2. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit
einem niedriggradigen Gliom und Kontrollpatienten

Vergleich der absoluten Aktivitatswerte der Gerinnungsfaktoren ohne Bewertung der

Normgrenzen

Auch Patienten mit einem niedriggradigen Gliom weisen verglichen mit
Kontrollpatienten erhdhte mittlere Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren I, V (am ersten
und vierten postoperativen Tag) sowie der Faktoren VIII - Xl auf. Properativ ist
lediglich eine signifikant erhohte Aktivitat des Faktors Il nachweisbar, die bei den
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom im Mittel 123,90 % versus 109,20 % bei
den Kontrollpatienten betragt (p=0,030). Am ersten postoperativen Tag liegen
wiederum die Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren des intrinsischen Signalweges der
Gerinnungskaskade und des Faktors X bei den Gliompatienten deutlich Gber denen
der Kontrollgruppe. Auch die mittlere Aktivitat des Faktors VII ist bei den
Gliompatienten mit 119,25 % signifikant erh6ht gegeniiber der von 82,25 % bei den
Kontrollpatienten (p=0,029). Weitere drei Tage spater sind die Gerinnungsfaktoren II,
V und VIII - XII mit héherer mittlerer Aktivitat bei den Tumorpatienten nachweisbar.
Mit 110,50 % liegt die mittlere Aktivitat des Faktors XII signifikant Gber der von 72,50
% aus der Kontrollgruppe (p=0,029) (Abb. 14).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologisch erhdhte Aktivititswerte einzelner

Gerinnungsfaktoren

Es weisen stets mindestens genauso viele Patienten mit einem niedriggradigen
Gliom Gerinnungsfaktoren auf, deren Aktivitaten oberhalb des Referenzbereiches
liegen wie Kontrollpatienten. Das gilt praoperativ nicht fur den Faktor XII sowie pra-
und postoperativ fur den Faktor Xl (Abb. 15).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische Erhohungen der Aktivititswerte

von multiplen Gerinnungsfaktoren

Pathologische Erhéhungen von Aktivitaten multipler Gerinnungsfaktoren sind bei
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom tendenziell 6fter zu beobachten als in der

Kontrollgruppe.
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Wahrend sich fur den praoperativen sowie fir den ersten postoperativen Messpunkt
keine signifikanten Unterschiede ergeben, so liegen am vierten postoperativen Tag
bei allen Gliompatienten — und damit signifikant haufiger als in der Kontrollgruppe —
mehr als zwei Gerinnungsfaktoren in pathologisch erhéhter Aktivitat vor (p=0,029)
(Abb. 16).

Antithrombin 1ll, Fibrinogen und D-Dimere

Auch Patienten mit einem niedriggradigen Gliom zeigen deutlich héhere Aktivitaten
an Antithrombin Il gegenuber der Kontrollgruppe. Die gemessenen mittleren
Aktivitdten betragen préoperativ 117,17 %, am ersten postoperativen Tag 114,83 %
und am vierten postoperativen Tag 121,00 %. Somit liegen sie im oberen
Normbereich, jedoch noch nicht signifikant Gber jenen der Kontrollpatienten (p=0,208
praoperativ, p=0,063 am ersten postoperativen Tag und p=0,061 am vierten
postoperativen Tag) (Abb. 17). Auch im Vergleich der Aktivitatswerte von AT Il in
Bezug auf die entsprechenden Referenzbereiche ergeben sich zwar deutliche,
jedoch keine signifikanten Unterschiede (p=0,061 am vierten postoperativen Tag)
(Abb. 18). Wahrend praoperativ. und am ersten postoperativen Tag ahnliche
Fibrinogen-Konzentrationen in beiden Patientengruppen gemessen wurden, so
zeigen sich in der Tumorgruppe am vierten postoperativen Tag hohere und oberhalb
des Referenzbereiches liegende Werte um 4,03 g/l, die jedoch nicht signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe sind. Dagegen steigt die gemessene mittlere
Konzentration von Fibrinogen innerhalb der Tumorgruppe vom ersten zum vierten
postoperativen Tag signifikant an (p=0,031). Als besonders markant erscheinen die
immer oberhalb des Referenzbereiches liegenden mittleren Konzentrationen der D-
Dimere bei den Gliompatienten. Mit einem mittleren Wert von 235,50 mg/l ist die
praoperative Konzentration an D-Dimeren bei den Hirntumorpatienten am
eindrtcklichsten, jedoch noch nicht signifikant erhéht gegentuber dem von 117,75
mg/l in der Kontrollgruppe (p=0,057) (Abb. 17).
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5.3. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit
einem Glioblastom WHO IV° und Patienten mit einem niedriggradigen Gliom

Aufgrund der tumorspezifischen Altersverteilungen kénnen die Patienten mit einem
Glioblastom mit den an einem niedriggradigen Gliom erkrankten Patienten nicht
hinreichend gematcht werden. Daher hat der Vergleich der Daten beider

Patientengruppen nur eine eingeschrankte Aussagekraft.

Vergleich der absoluten Aktivitdtswerte der Gerinnungsfaktoren ohne Bewertung der

Normgrenzen

Im Vergleich der absoluten Aktivitaten zeigen die Patienten mit einem Glioblastom
praoperativ signifikant hohere Aktivitdtswerte der Faktoren VIII und IX als die
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom. So betragen die mittleren Aktivitaten des
Faktors VIII 146,70 % sowie des Faktors IX 130,04 % bei den Patienten mit einem
Glioblastom, bei den Patienten mit einem niedriggradigen Gliom 103,08 % sowie
110,58 %. Es ergeben sich signifikante Unterschiede von p=0,012 (fur den Faktor
VIII) und p=0,024 (fir den Faktor IX) (Abb. 19).

Antithrombin Ill, Fibrinogen und D-Dimere

Bei Patienten mit einem niedriggradigen Gliom wurden zu jedem Messzeitpunkt
héhere Aktivitaten von Antithrombin Il gemessen als bei den Glioblastompatienten.
Dabei liegen die Aktivitaten von Antithrombin 11l praoperativ mit einem mittleren Wert
von 117,17 % signifikant tber jenen der Glioblastompatienten (p=0,003). Wahrend
fur Fibrinogen postoperativ ahnliche Konzentrationen in beiden Patientengruppen
gemessen wurden, so weisen die Patienten mit einem Glioblastom praoperativ
weitaus héhere Werte mit einem Mittelwert von 3,53 g/l auf. Sie liegen damit aber
nicht signifikant ber denen der Patientengruppe mit einem niedriggradigen Gliom.

Die Konzentrationen der D-Dimere sind zu allen drei Messzeiten bei den Patienten
mit einem niedriggradigen Gliom hdher als bei den Glioblastompatienten. Auch hier
finden sich die deutlichsten Unterschiede préaoperativ, bevor die gemessenen Werte

ab dem ersten postoperativen Tag ,zusammen flieBen* (Abb. 20).
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5.4. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit
einem Meningeom WHO I° und II° sowie Kontrollpatienten

Vergleich der absoluten Aktivitdtswerte der Gerinnungsfaktoren ohne Bewertung der

Normgrenzen

Wahrend praoperativ sowie am ersten postoperativen Tag in beiden untersuchten
Patientengruppen etwa gleiche Aktivitatswerte der Gerinnungsfaktoren gemessen
wurden, so zeigen sich am vierten postoperativen Tag bei den Patienten mit einem
Meningeom deutliche, teils signifikant erhdhte mittlere Aktivitatswerte. Tendenziell
liegen die Gerinnungsfaktoren Il, VI, IX, X, Xl sowie XII bei den
Meningeompatienten bereits préoperativ in erhohter Aktivitat vor. Von jenen zeigt
sich insbesondere der Faktor Il mit einem Mittelwert von 117,66 % deutlich starker
aktiviert als in der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Unterschied besteht jedoch nicht
(p=0,051). Am ersten postoperativen Tag sind erhdhte Aktivitdten der Faktoren des
intrinsischen Weges der Gerinnungskaskade (Faktoren VIII, 1X, Xl und XlI) sowie des
Faktors V bei den Meningeompatienten festzustellen. Signifikante Unterschiede
ergeben sich hierbei nicht. Am vierten postoperativen Tag liegen bei den
Meningeompatienten schlie3lich bis auf den Faktor Xlll alle Faktoren in hdherer
Aktivitat vor als in der Kontrollgruppe. Mit mittleren Aktivitdten von 134,59 % sowie
180,28 % liegen die Faktoren Il und VIII der Meningeompatienten deutlich iber dem
jeweiligen Normbereich und aul3erdem signifikant Uber denen der Kontrollpatienten
(p=0,050 fur den Faktor Il und p=0,010 fur den Faktor VIII) (Abb. 21).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologisch erhdhte Aktivititswerte einzelner

Gerinnungsfaktoren

Meningeompatienten weisen tendenziell mehr Gerinnungsfaktoren mit pathologisch
Uber die obere Normgrenze hinaus erhohter Aktivitdt auf als Kontrollpatienten.
Praoperativ sowie ein Tag nach der Operation ergeben sich aber keine signifikanten
Unterschiede. Am vierten postoperativen Tag ist die Aktivitat des Gerinnungsfaktors
IX bei zehn Patienten mit einem Meningeom WHO [° oder II° pathologisch erhéht und

damit signifikant haufiger im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001) (Abb. 22).
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Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische Erhohungen der Aktivititswerte

von multiplen Gerinnungsfaktoren

Pathologische Erhohungen der Aktivitatswerte multipler Gerinnungsfaktoren sind bei
Meningeompatienten bereits praoperativ Ofter zu beobachten als in der
entsprechenden Kontrollgruppe. Dagegen zeigt sich am ersten postoperativen Tag
nur in den Kategorien von mehr als zwei sowie mehr als drei gleichzeitig
pathologisch erhohten Aktivitatswerten multipler Gerinnungsfaktoren eine grol3ere
Anzahl bei den Meningeompatienten. Die Situation des vierten postoperativen Tages
scheint sich der praoperativen Situation wieder anzunahern, indem die Patienten mit
einem Meningeom stets haufiger gleichzeitig pathologisch erhdhte Aktivitatswerte
multipler Gerinnungsfaktoren im peripheren Blut aufweisen als die Kontrollpatienten.
Desweiteren liegen bei den Meningeompatienten signifikant h&ufiger mehr als drei
sowie mehr als vier Gerinnungsfaktoren in pathologisch erhdhter Aktivitat vor als in
der Kontrollgruppe (p=0,012 fur mehr als zwei beziehungsweise p=0,036 fur mehr als
drei Gerinnungsfaktoren mit pathologisch erhdhten Aktivitatswerten) (Abb. 23).

Antithrombin 1ll, Fibrinogen und D-Dimere

Die Patienten mit einem Meningeom WHO [°/lI° weisen zu den postoperativen
Messzeiten im Mittel signifikant hohere Aktivitdten von Antithrombin 1l als die
Kontrollpatienten auf. So betrdgt der mittlere praoperative Wert bei den
Meningeompatienten 102,94 % und bei den Kontrollpatienten 98,56 % (p=0,395). Am
ersten postoperativen Tag findet sich eine mittlere Aktivitat von 105,38 % bei den
Hirntumorpatienten versus 89,94 % in der Kontrollgruppe, so dass sich ein p-Wert
von 0,003 ergibt. Am vierten postoperativen Tag betragt der p-Wert 0,010, da die
mittlere Aktivitdt von AT Il der Meningeompatienten 114,94 %, die der
Kontrollpatienten dagegen 105,06 % betragt (Abb. 24). Zudem kénnen in der Gruppe
der Meningeompatienten am ersten und vierten Tag nach der Operation haufiger
pathologisch erhdhte Aktivitatswerte von AT Il als bei den Kontrollpatienten
nachgewiesen werden (p=0,015 am ersten postoperativen Tag, p=0,004 am vierten
postoperativen Tag) (Abb. 25). Wahrend die Konzentration an Fibrinogen praoperativ
bei Meningeom- und Kontrollpatienten &hnlich hoch ist, ergibt sich am ersten
postoperativen Tag eine signifikant niedrigere mittlere Fibrinogen-Konzentration bei

den Tumorpatienten.
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Mit einem Mittelwert von 2,87 g/l weisen die Meningeompatienten signifikant
geringere Konzentrationen an Fibrinogen auf als die Kontrollpatienten (p=0,037)
(Abb. 24). Bis zum vierten postoperativen Tag steigen die mittleren Konzentrationen
von Fibrinogen beider Patientengruppen tber die obere Grenze des Normbereiches
an. Dabei ist wiederum ein signifikanter Anstieg der mittleren Konzentration fur
Fibrinogen innerhalb der Tumorgruppe zu beobachten (p<0,001). Wé&hrend die
Konzentrationen der D-Dimere der Meningeompatienten im zeitlichen Verlauf
zunehmen und am vierten postoperativen Tag einen pathologisch erhéhten mittleren
Wert von 202,92 mg/l annehmen, so liegen die Mittelwerte der D-Dimere in der
Kontrollgruppe stets im Normbereich. Auch hier ergeben sich aber keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 24).

5.5. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit

einem Meningeom WHO I° und Kontrollpatienten

Vergleich der absoluten Aktivitatswerte der Gerinnungsfaktoren

Patienten mit einem Meningeom WHO I° weisen sowohl préoperativ als auch am
ersten postoperativen Tag keine signifikant erhohten  Aktivitaten der
Gerinnungsfaktoren gegenuber der Kontrollgruppe auf. Im Gegensatz liegt der Faktor
Xlll bei den Meningeompatienten am ersten postoperativen Tag mit 75,24 % in
signifikant niedrigerer Aktivitdt vor als in der Kontrollgruppe (p=0,019). Dieses
Phanomen ist auch am vierten postoperativen Tag nachweisbar (p=0,024). Allerdings
lasst sich dann auch fir den Faktor VIII mit 167,11 % eine signifikant erhéhte mittlere
Aktivitat bei den Meningeompatienten gegeniber den Kontrollpatienten feststellen
(Abb. 26). Insgesamt zeigen Patienten mit einem Meningeom WHO [° weniger hohe

Aktivitaten von Gerinnungsfaktoren als Patienten mit einem Meningeom WHO II°.

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische erhohte Aktivititswerte einzelner

Gerinnungsfaktoren

Insbesondere am vierten postoperativen Tag lassen sich bei den Patienten mit einem
Meningeom WHO [° tendenziell mehr Gerinnungsfaktoren mit pathologisch erhéhter
Aktivitdt messen als in der Kontrollgruppe. Praoperativ sowie ein Tag nach der

Operation ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Am vierten postoperativen Tag liegt der Gerinnungsfaktor IX bei sieben Patienten mit
einem Meningeom WHO I° und damit signifikant haufiger in pathologisch erhéhter
Aktivitat als in der Kontrollgruppe vor (p=0,002) (Abb. 27).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische Erhdhungen der Aktivititswerte

von multiplen Gerinnungsfaktoren

Wahrend die Mehrfacherhéhungen zum praoperativen Messpunkt nur knapp haufiger
bei den Meningeompatienten und am ersten postoperativen Tag sogar eher in der
Gruppe der Kontrollpatienten beobachtet werden, weisen die Tumorpatienten am
vierten postoperativen Tag deutlich haufiger multiple Erhéhungen von
Gerinnungsfaktor-Aktivitaten im pathologischen Wertebereich auf. So finden sich vier
Tage nach der Operation signifikant mehr Meningeompatienten, bei denen
verglichen mit der Kontrollgruppe mehr als zwei Gerinnungsfaktoren gleichzeitig in
pathologisch erhéhter Aktivitat vorliegen (p=0,050) (Abb. 28).

Antithrombin Ill, Fibrinogen und D-Dimere

Patienten mit einem Meningeom WHO I° zeigen deutlich héhere Aktivitdten von
Antithrombin 1l im Vergleich zur Kontrollgruppe. Am ersten postoperativen Tag ist
dieser Unterschied mit einem Mittelwert von 104,50 % bei den Tumorpatienten und
91,57 % bei den Kontrollpatienten signifikant (p=0,021) (Abb. 29). Zudem zeigen die
Patienten mit einem Meningeom WHO I° am vierten postoperativen Tag in Bezug auf
den Referenzbereich signifikant haufiger pathologisch erhdohte Werte als die
Kontrollpatienten (Abb. 30). Die Patienten mit einem Meningeom WHO [° weisen
perioperativ weniger hohe Konzentrationen an Fibrinogen im peripheren Blut auf als
die Kontrollpatienten. Am ersten postoperativen Tag ist eine signifikant niedrigere
mittlere Konzentration an Fibrinogen bei den Meningeompatienten zu beobachten
(p=0,045). Im weiteren Verlauf steigen die Werte beider tUber die obere Grenze des
Normbereiches an. Dabei sind sie innerhalb der Tumorgruppe am vierten
postoperativen Tag signifikant hoher als am ersten postoperativen Tag (p<0,001).
Auch die Konzentrationen der D-Dimere liegen bei den Patienten mit einem
Meningeom WHO I° im Mittel niedriger als in der Gruppe der Patienten mit einem
Meningeom WHO [° oder II°. Dennoch ist auch bei den Patienten mit einem
Meningeom WHO [° eine Steigerung der mittleren Konzentrationen bis tber den

Normbereich am vierten postoperativen Tag zu beobachten (Abb. 29).
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5.6. Vergleich der systemischen Gerinnungsparameter von Patienten mit

einer intrazerebralen Karzinommetastase und Kontrollpatienten

Vergleich der absoluten Aktivitdtswerte der Gerinnungsfaktoren ohne Bewertung der

Normgrenzen

Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase weisen verglichen mit den
Kontrollpatienten praoperativ héhere mittlere Aktivitaten aller Gerinnungsfaktoren auf
— den Faktor XIII ausgenommen. Dabei liegt die mittlere Aktivitat des Faktors IX mit
134,97 % signifikant Gber der mit 99,11 % bei den Kontrollpatienten (p=0,011). Der
Faktor XI besitzt bei den Karzinompatienten eine mittlere Aktivitat von 116,29 % und
liegt damit ebenfalls in signifikant erhdohter mittlerer Aktivitdt gegeniber der des
Faktors XI der Kontrollpatienten von 94,57 % vor (p=0,034). Die Aktivitdt des Faktors
Xl hingegen betragt bei den Tumorpatienten im Mittel nur 92,01 %, bei den
Kontrollpatienten dagegen 115,07 %, so dass sich ein signifikanter Unterschied von
p=0,011 ergibt. Am ersten postoperativen Tag kommt es zur Annaherung der
Aktivitatswerte beider Patientengruppen. Tendenziell weisen die Karzinompatienten
héhere Aktivitaten der Faktoren Il und VIII bis XII auf. Wiederum liegt der Faktor XIII
mit 59,20 % bei den Tumorpatienten in signifikant niedriger mittlerer Aktivitat
gegenuber der von 106,88 % bei den Kontrollpatienten vor (p=0,032). Auch am
vierten postoperativen Tag finden sich signifikante Unterschiede in der mittleren
Aktivitat des Faktors XIlll. Diese betragt bei den Patienten mit einer
Karzinommetastase 58,38 % und ist somit signifikant niedriger als die mittlere
Aktivitat von 104,59 % der Kontrollpatienten (p=0,008). Ferner sind es erneut die
Tumorpatienten, die verglichen mit der Kontrollgruppe tendenziell h6here Aktivitaten
der Faktoren Il sowie VIII bis XI aufweisen (Abb. 31).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologisch erhohte Aktivititswerte einzelner

Gerinnungsfaktoren

Gerinnungsfaktoren mit pathologisch erhdhter Aktivitat sind tendenziell 6fter bei
Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase nachweisbar als bei
Kontrollpatienten. Es fallt jedoch auch auf, dass sich besonders postoperativ bei der
Mehrheit der Karzinompatienten eine pathologisch erniedrigte Aktivitat des

Gerinnungsfaktors Xlll zeigt.
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Préoperativ sind bei den Patienten mit einer Karzinommetastase signifikant haufiger
pathologisch erhohte Aktivitatswerte fur die Faktoren 1l und IX zu beobachten
(p=0,038 fur den Faktor Il beziehungsweise p=0,005 fur den Faktor IX). Der Faktor
Xl liegt bei den Tumorpatienten dagegen signifikant h&ufiger in pathologisch
erniedrigter Aktivitat vor (p=0,001). Am ersten postoperativen Tag findet sich bei
signifikant mehr Karzinompatienten eine pathologisch erhdhte Aktivitat des Faktors
IX (p=0,048). Weitere drei Tage spater zeigen beide Patientengruppen insgesamt
mehr Gerinnungsfaktoren mit gesteigerter Aktivitat als am ersten postoperativen Tag.
Dessen ungeachtet lasst sich fur vier von fuinf Karzinompatienten eine pathologisch
erniedrigte Aktivitat fur den Faktor Xl nachweisen, so dass sich im Vergleich mit den
Kontrollpatienten ein signifikanter Unterschied von p=0,048 ergibt (Abb. 32).

Uber die obere Normgrenze hinaus pathologische Erhohungen der Aktivitatswerte

von multiplen Gerinnungsfaktoren

Bei der Auswertung multipel pathologisch erhohter Gerinnungsfaktor-Aktivitaten
lassen sich besonders praoperativ  Unterschiede zwischen den beiden
Patientengruppen beobachten. So weisen die Patienten mit einer intrazerebralen
Karzinommetastase vor dem operativen Eingriff stets haufiger gleichzeitig multiple
Faktoren auf, die in pathologisch erhohter Aktivitat vorliegen. Mehr als zwei
pathologisch hoch aktivierte Faktoren sind préaoperativ signifikant haufiger bei den
Tumorpatienten als in der Kontrollgruppe messbar (p=0,010). Am ersten und vierten
postoperativen Tag nahern sich die Werte beider Gruppen aneinander an, so dass
keine signifikante Aussage hinsichtlich der multipel pathologisch erhéhten

Gerinnungsfaktor-Aktivitaten getroffen werden kann (Abb. 33).

Antithrombin Ill, Fibrinogen und D-Dimere

Ahnlich der Patienten mit primaren Hirntumoren zeigen auch die Patienten mit einer
intrazerebralen Karzinommetastase deutlich hohere Aktivitdten von Antithrombin 11l
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die gemessenen mittleren Aktivitdten betragen
praoperativ 111,78 %, am ersten postoperativen Tag 110,78 % und am vierten
postoperativen Tag 116,00 %. Damit liegen sie zu den letzten beiden Messzeiten
signifikant Gber denen der Kontrollpatienten (p=0,013 am ersten postoperativen Tag

und p=0,028 am vierten postoperativen Tag).
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Abb. 32 Darstellung der Patientenanzahlen, die im vendsen Blut einen Gerinnungsfaktor
mit pathologisch erhdhter Aktivitat aufweisen (oben: praoperativ, Mitte: erster postoperativer

Tag, unten: vierter postoperativer Tag). n=Patientenanzahl je Gruppe. Die signifikanten
Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet.
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Abb. 33 Vergleich der Patientenanzahlen, welche mehrere Gerinnungsfaktoren gleichzeitig
in pathologisch erhohter Aktivitat aufweisen (oben: préoperativ, n=26; Mitte: erster
postoperative Tag, n=5; unten: vierter postoperative Tag, n=5). n=Patientenanzahl je
Gruppe. Die signifikanten Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet.
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AulRRerdem sind bei den Tumorpatienten zu allen drei Messzeiten haufiger tber die
obere Normgrenze hinaus erhthte Aktivitatswerte fur Antithrombin Il nachweisbar
als bei den Kontrollpatienten (Abb. 35). Die mittleren Konzentrationen von Fibrinogen
sind bei den Patienten mit einer Karzinommetastase im Vergleich zu den
Kontrollpatienten niedriger. So findet sich am ersten postoperativen Tag mit 2,64 g/l
ein signifikant niedriger Mittelwert fur die Konzentration von Fibrinogen bei den
Karzinompatienten als in der Gruppe der Kontrollpatienten, die einen Mittelwert von
3,44 g/l aufweist (p=0,034). Allerdings steigt die mittlere Konzentration fur Fibrinogen
innerhalb der Gruppe der Karzinompatienten vom ersten bis zum vierten
postoperativen Tag signifikant an (p=0,043). Hervorstechend in dieser Auswertung
sind die bei den Karzinompatienten gemessenen, gegentiber dem Referenzbereich
Uber das anderthalbfach erhéhten mittleren Konzentrationen der D-Dimere am
praoperativen und ersten postoperativen Messzeitpunkt. Die Mittelwerte von 301,00
mg/l préaoperativ sowie 303,75 mg/l am ersten postoperativen Tag liegen deutlich
Uber dem Normbereich. Der mittlere Wert von 188,25 mg/l des vierten postoperativen
Tages liegt gering unter der oberen Grenze des Referenzbereiches. Allerdings sind
die Werte nicht signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 34).
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AT Ill, Fibrinogen sowie D-Dimere bei Patienten mit einer Karzinommetastase und Kontrollpatienten
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Abb. 34 Auswertung der anderen das Gerinnungssystem beeinflussenden Werte bei
Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase sowie Kontrollpatienten (oben:
Aktivitat von Antithrombin Ill, Mitte: Konzentration an Fibrinogen, unten: Konzentration an D-
Dimeren). n=Patientenanzahl je Gruppe, s=Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet. Die hellblau unterlegten Diagrammfelder
markieren die jeweiligen Normbereiche.
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Abb. 35 Auswertung der anderen das Gerinnungssystem beeinflussenden Werte bei
Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase sowie Kontrollpatienten in Bezug auf
die entsprechenden Referenzbereiche (oben: Aktivitdt von Antithrombin Ill, Mitte:

Konzentration an Fibrinogen, unten: Konzentration an D-Dimeren). n=Patientenanzahl je
Gruppe.
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5.7. Thrombembolische Komplikationen im postoperativen Zeitraum

Die Patienten, die wegen eines intrakraniellen Tumors operiert wurden, erlitten
haufiger  thrombembolische = Komplikationen als die  neurochirurgischen
Kontrollpatienten, die sich ebenfalls einer Operation unterzogen hatten. So wurde im
postoperativen Zeitraum bei 14,71 % aller Tumorpatienten und damit signifikant
haufiger als bei den Kontrollpatienten eine tiefe Beinvenenthrombose diagnostiziert
(p=0,004). 5,88 % der Tumorpatienten und keiner der Kontrollpatienten entwickelten
daraufhin eine klinisch manifeste Lungenembolie (Abb. 36).

Abb. 36 Vergleich der Patientenanteile, bei denen im postoperativen Zeitraum eine tiefe
Venenthrombose beziehungsweise infolgedessen eine Lungenembolie diagnostiziert wurde.
n=Patientenanzahl je Gruppe. Signifikante Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte
gekennzeichnet.

Die meisten thrombembolischen Komplikationen traten bei Patienten mit einem
Glioblastom WHO IV° auf. Wahrend bei 33,33 % der Gioblastompatienten eine
klinisch manifeste tiefe Beinvenenthrombose und bei 16,67 % eine Lungenembolie
diagnostiziert wurde, zeigten sich bei 4,35 % der Patienten mit einem Meningeom
WHO [I°/lI° und bei 9,09 % der Patienten mit einer Karzinommetastase eine
Thrombose, jedoch keine Lungenembolie. Damit weisen Glioblastompatienten
postoperativ signifikant haufiger relevante thrombembolische Komplikationen auf im
Vergleich zu Patienten mit einem Meningeom WHO 1° und I1° (p=0,023) (Abb. 37).
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Abb. 37 Darstellung der Patientenanteile der untersuchten Tumorentitdten, bei denen
postoperativ eine thrombembolische Komplikation auftrat. n=Patientenanzahl je Gruppe. Die
signifikanten Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet.

Bei den Glioblastompatienten, bei denen im postoperativen Verlauf ein
thrombembolisches Geschehen auftrat, wurden perioperativ meist héhere Aktivitaten
der Gerinnungsfaktoren gemessen als bei denjenigen ohne thrombembolische
Komplikation. Bereits praoperativ zeigen die Glioblastompatienten mit postoperativen
Thrombosen tendenziell hdhere Aktivitaten der Faktoren Il sowie VII - XIIIl. Auch am
ersten postoperativen Tag sind hohere Aktivitaten der Faktoren Il, V, VII sowie X -
Xl nachweisbar. Am vierten postoperativen Tag zeigen sich bei den
Glioblastompatienten mit postoperativer tiefer Venenthrombose schlief3lich eine
signifikant héhere Aktivitat des Faktors IX (p=0,018) sowie tendenziell hdhere Werte
fur alle Ubrigen gemessenen Gerinnungsfaktor-Aktivitaten (Abb. 38).

Neben hoheren Gerinnungsfaktor-Aktivitaten weisen die Glioblastompatienten mit
thrombembolischen Komplikationen zudem haufiger pathologisch erhéhte Aktivitaten
multipler Gerinnungsfaktoren auf. Schon vor dem operativen Eingriff liegen bei
signifikant mehr Patienten mit einer thrombembolischen Komplikation mehr als vier
sowie mehr als funf pathologisch erhdhte Aktivitatswerte von Gerinnungsfaktoren
gleichzeitig vor (p= jeweils 0,028). Auch postoperativ zeigen sich bei den
Tumorpatienten, die im weiteren Verlauf eine Thrombose entwickelten, deutlich mehr
Gerinnungsfaktoren gleichzeitig in pathologisch erhdhter Aktivitat als bei denjenigen
Patienten ohne diese Komplikation (Abb. 39).
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Aktivitat der Gerinnungsfaktoren bei Glioblastompatienten mit bzw. ohne TVT/LE
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GF I v il il I X by Xl XN
mittlere Aktivitat [%]| 126,02 154 50 105,00 144 30 128,25 118,00 106 67 115,00 10,50
s 24,55 24,95 3251 31,23 36,78 26,00 11,83 2153 3447
P 0,364 0,727 0,582 0,364 1,000 0,373 0,900 0,345 0,282
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Abb. 38 Darstellung der mittleren Aktivititen der gemessenen Gerinnungsfaktoren bei
Glioblastompatienten mit beziehungsweise ohne thrombembolische Komplikation im
postoperativen Zeitraum (oben: Gerinnungsfaktoren praoperativ, Mitte: erster postoperativer
Tag, unten: vierter  postoperativer Tag). n=Patientenanzahl je  Gruppe,
s=Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte
gekennzeichnet.
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Abb. 39 Vergleich der Patientenanzahlen, welche mehrere Gerinnungsfaktoren gleichzeitig
in pathologisch erhéhter Aktivitat aufweisen (oben: praoperativ, Mitte: erster postoperativer

Tag, unten: vierter postoperativer Tag). n=Patientenanzahl je Gruppe. Signifikante
Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet.
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5.8. Gesamtuberleben der Hirntumorpatienten

Eine Korrelation der ermittelten Gerinnungswerte mit dem Gesamtuberleben der
Hirntumorpatienten konnte in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Aufgrund der
verschiedenen therapeutischen Strategien (Stereotaxie/offene Probenentnahme/
subtotale Exstirpation/makroskopisch totale Exstirpation) sowie einer individuell
durchgefuhrten adjuvanten Chemotherapie entstehen zu kleine Patientengruppen fur

eine hinreichende statistische Auswertung.

5.9. Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion

Humane Glioblastomzellen exprimieren mRNA fur den Protease-aktivierten Rezeptor
Typ 1. Messenger RNA fir die Typen 2 - 4 wird nicht exprimiert. Das PCR-Produkt
zeigt sich in Bezug auf den daneben aufgetragenen Marker mit einer Lange von 592
bp an (Abb. 40 A).

Abb. 40 (A) zeigt die RT-PCR mit der entsprechenden Bande des PAR1-Rezeptors, die mit
einem gelben Kreis umrahmt ist. (B-D) zeigen eine PAR1-Farbung der U373MG-
Glioblastomzellen im lebenden Zustand. (B) stellt die Durchlichtmikroskopie dar. (C) zeigt die
Fluoreszenz-gestiitzte Darstellung der PAR1-Antikdrper-Bindung unter dem
Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenlange von 594 nm und (D) veranschaulicht das
Fusionsbild beider Aufnahmen. (E-F) zeigt eine zweite Zellkultur, in der ebenfalls U373MG-
Glioblastomzellen in lebendem Zustand mit einem PAR1-Antikbrper und einem Cy3-
gekoppelten Sekundarantikdrper markiert werden. Der Balken entspricht jeweils 20 um. Die
AusschnittsvergroRerungen sollen die clusterartige Verdichtung der Rezeptorproteine
darstellen.
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5.10. Immunozytochemische Analyse der PAR-Expression in vitro auf

lebenden humanen Glioblastomzellen

Fluoreszenzmikroskopisch kann die Expression des Thrombinrezeptors PAR-1 auf
der Oberflache von lebenden humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG
nachgewiesen werden. Dabei stellt sich der Rezeptor auf den Zellen in typischer
Weise in clusterartiger Anordnung dar. Die Protease-aktivierten Rezeptoren Typ 2 - 4
werden durch die Farbung nicht nachgewiesen (Abb. 40 B-G).

5.11. Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)

Es findet keine durch Thrombin stimulierte Synthese von Stickstoffmonoxid in
humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG statt. Die gemessenen Extinktionen
der Glioblastomzellen nach Inkubation mit Thrombin in Konzentrationen von 0,1 und
1,0 U/ml ergibt einen signifikanten Abfall der mittleren Extinktion im Vergleich zur
Positivkontrolle (p jeweils <0,001), der fur eine signifikant geringere NO-Synthese
spricht. Auch die Stimulation mit 10 U/ml Thrombin fiihrt zu einem deutlichen aber
nicht signifikanten Abfall der mittleren Extinktion und damit der NO-Synthese in den

humanen Glioblastomzellen verglichen mit der Positivkontrolle (Abb. 41).

Abb. 41 Extinktionsmessung von humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG nach
Inkubation dieser mit Thrombin in steigenden Konzentrationen von 0,1; 1,0 und 10,0 U/ml.
s=Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte
gekennzeichnet.
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5.12. Zellproliferationsassay mittels Inkorporation und Detektion von 5’-

Bromodeoxyuridin (BrdU)

Thrombin verursacht einen signifikanten Anstieg der DNS-Synthese in humanen
U373MG Glioblastomzellen. So zeigt sich nach Inkubation der Glioblastomzellen mit
0,1 U/ml Thrombin eine im Vergleich zur Kontrolle (DMEM - FCS) um 57 % hohere
Extinktion und damit signifikant gesteigerte DNS-Synthese (p<0,001). Eine
gegentber der Kontrolle um 53 % héhere Extinktion nach Stimulation der Zellen mit
10 U/ml Thrombin weist ebenfalls auf eine signifikant gesteigerte DNS-Synthese in
den untersuchten Glioblastomzellen hin (p<0,001) (Abb. 42).

Abb. 42 Extinktionsmessung von humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG nach
Inkubation dieser ohne FCS (Negativkontrolle), mit Thrombin in Konzentrationen von 0,1
U/ml und 10 U/ml sowie mit FCS (Positivkontrolle). s=Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte gekennzeichnet.

Im BrdU-Inkorporations- und Detektionsassay kann fir den PAR-1-Agonisten (500
uM) eine hochsignifikant hoéhere Extinktionsrate und damit DNS-Syntheserate
gegenuber der Kontrolle nachgewiesen werden (p<0,001). Der dem PAR-1-
Agonisten (500 puM) zugegebene PAR-1-Antagonist (500 uM) kann die Extinktion
zwar deutlich, jedoch nicht signifikant im Vergleich zur Probe ohne Antagonist

hemmen (p=0,089). Eine gegenuber der Kontrolle gering erhéhte mittlere Extinktion
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nach Inkubation der humanen Glioblastomzellen mit dem PAR-3-Agonisten ist
ebenfalls signifikant im Vergleich zur Kontrolle (p=0,002). Dagegen kdnnen in dieser
Zelllinie keine signifikanten Steigerungen der DNS-Syntheserate durch den PAR-2-
oder den PAR-4-Agonisten nachgewiesen werden (Abb. 43).

Abb. 43 Extinktionsmessung von humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG nach
Inkubation dieser mit jeweils einem Agonisten der Protease-aktivierten Rezeptoren Typ 1 - 4
beziehungsweise einem zusétzlich zum PAR-1-Agonisten applizierten PAR-1-Antagonisten.
s=Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind durch rot markierte p-Werte
gekennzeichnet.
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6. Diskussion

6.1. Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren

Patienten mit hochgradigen Gliomen, die eine Thrombose oder Embolie erleiden,
Uberleben signifikant kirzer als Patienten ohne Thrombose, selbst wenn diese
Patienten die Komplikation initial tGberlebten (Kuhn et al. 2009). Bei 85 % der
Glioblastompatienten mit thrombembolischer Komplikation geschehen die
Thromboembolien in den ersten drei postoperativen Monaten (Kuhn et al. 2009).
Damit gehdren Patienten mit hochgradigen Gliomen zu den Tumorpatienten mit den
hdchsten Raten fur venése Thromboembolien (Gerber et al. 2006). Ein derart hohes
Risiko ist lediglich noch fir Patienten mit einem Ovarialkarzinom oder einem
Lymphom (Deitcher 2003) beziehungsweise mit einem Ovarial- oder
Pankreaskarzinom (Lee und Levine 2003) beschrieben. Thrombembolische
Komplikationen gelten als zweithaufigste Todesursache unter hospitalisierten
Tumorpatienten (Pruemer 2005, Mousa 2006). Sie werden durch Veranderungen der
Hamostase — einschlieBlich Hyperkoagulabilitat, akuter oder chronischer
disseminierter intravaskularer Gerinnung und Fibrinolyse verursacht (Sawaya und
Ligon 1994, Pruemer 2005).

Wie in Abbildung 8 zu sehen weisen Patienten mit einem Glioblastom schon
praoperativ. multipel und signifikant erhéhte Gerinnungsfaktor-Aktivitaten im
intrinsischen System sowie in der Endstrecke der Gerinnungskaskade (Faktoren II,
VIII, IX, X und XI) auf. Tendenziell ist auch eine Erhéhung des Faktors XII erkennbar.
Im postoperativen Verlauf lassen sich die erhdhten Aktivitaten nicht so eindrucksvoll
darstellen, da sie durch den Effekt der Operation verschleiert werden. Die Operation
stellt ein Trauma dar und beeinflusst somit das Gerinnungssystem in allen seinen
Komponenten. Signifikante Erhéhungen der Gerinnungsfaktor-Aktivitaten liegen bei
den Patienten mit einem Glioblastom am ersten postoperativen Tag fir den Faktor 1X
vor sowie am vierten postoperativen Tag fir die Faktoren VIII und IX. Trotzdem
bleiben tendenzielle Erhéhungen fir die Faktoren I, X, XI und XlI erkennbar. Der
Grund fur die nicht darstellbaren signifikanten Unterschiede sind am ehesten die im
Vergleich zur praoperativen Erhebung geringeren Patientenzahlen und die Wirkung

der Operation.
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Ahnliche Ergebnisse finden sich bei Patienten mit einer intrazerebralen
Karzinommetastase. Die praoperativ signifikant erhdhten Aktivitaten der
Gerinnungsfaktoren IX und Xl sind als solche friih postoperativ nicht nachweisbar
(Abb. 31). Jedoch finden sich auch hier tendenzielle Aktivitatserhhungen der
Faktoren II, VIII und X. Insgesamt mussten sich mit einem grol3eren postoperativen
Patientenkollektiv auch signifikante postoperative Erh6hungen der Aktivitdten von
Gerinnungsfaktoren nachweisen lassen. Daruber hinaus wurde an den Tagen eins
und vier die frihe postoperative Phase erfasst. Drei Monate nach der Operation
lassen sich hier sicher ebenfalls andere Werte erheben.

Hirntumore mit niedrigerem WHO-Grad, wie die hier untersuchten niedriggradigen
Gliome und Meningeome WHO I° und 11°, zeigen nicht so deutliche aber trotzdem
signifikante Erhohungen einzelner Gerinnungsfaktoren. Bei Patienten mit einem
niedriggradigen Gliom sind die Gerinnungsfaktoren 1l (praoperativ) und VIl (am
ersten postoperativen Tag) signifikant erhéht, wohingegen Patienten mit einem
Meningeom in diesem Zeitverlauf keine signifikanten Unterschiede in den Aktivitaten
der Gerinnungsfaktoren gegenuber der Kontrollgruppe zeigen (Abb. 14; 21; 26).
Patienten beider Tumorentitdten weisen allerdings am vierten postoperativen Tag
deutlich signifikante Aktivitatserh6hungen der plasmatischen Gerinnungsfaktoren auf
(niedriggradige Gliome fur den Faktor XII, Meningeome WHO [°/11° fur die Faktoren II
und VIII, Meningeome WHO I° fir den Faktor VIII). Im direkten Vergleich zwischen
den Patienten mit einem niedriggradigen Gliom und den Patienten mit einem
Glioblastom lie3en sich praoperativ signifikant hohere Aktivitatswerte bei den
Glioblastompatienten nachweisen (Abb. 19). Allerdings ist die Aussagekraft dieses
Vergleiches eingeschrankt, da die beiden Patientengruppen aufgrund ihrer
unterschiedlichen tumorspezifischen Altersverteilungen nicht hinreichend gematcht
werden konnten.

Da den Faktor V betreffend sowohl bei Tumor- als auch Kontrollpatienten stets sehr
hohe Aktivititen gemessen wurden und die Mittelwerte am vierten postoperativen
Tag in allen Patientengruppen oberhalb des Referenzbereiches lagen, muss die
Methodik zur Bestimmung dieses Gerinnungsfaktors kritisch betrachtet werden.
Eventuell sind zu niedrige obere Normgrenzen als Ursache zu diskutieren.

Die aufgezeigten Unterschiede im plasmatischen Gerinnungsstatus zwischen hoch-
und niedriggradigen Hirntumoren implizieren, dass niedriggradige Gliome mit einem

niedrigeren Risiko fir Thrombosen und deren Komplikationen einher gehen (Kuhn et
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al. 2009). Diese Aussage wirde ebenfalls mit Rong et al. (2005) korrelieren, die
desweiteren zeigten, dass die Konzentration des tissue factors mit dem Tumorgrad
korreliert und in Glioblastomen am hotchsten ist. Die Arbeitsgruppe beobachtete
aul3erdem bei fast allen Glioblastomen intravaskulare Mikrothromben, welche zum
Gefal3verschlul? fuhrten. Als ein Grund fur diese Effekte fuhrten sie in ihrer
Publikation die erhohte Induktion des tissue factors an (Rong et al. 2005). Kuhn et al.
(2009) konnten inzwischen auch die Expression des Thrombinrezeptors PAR-1 durch
Gliomgewebe nachweisen. Dabei korrelierte die Dichte der Thrombinrezeptoren im
untersuchten Gewebe ebenfalls mit dem Tumorgrad. Zudem gelang in der nun
vorliegenden Arbeit der Nachweis von PAR-1-mRNA in humanen Glioblastomzellen
der Linie U373MG. Dartber hinaus konnte die Farbung von lebenden U373MG
Glioblastomzellen fur PAR-1 die Expression des Rezeptors auf der Zelloberflache
nachweisen. Van Meir und Brat (2004) wiesen zusatzlich ein erniedrigtes Level des
Plasminogenaktivators (tPA) nach. Dadurch werden die prokoagulatorischen
Eigenschaften unterstitzt. Experimentelle Daten lie3en Korte (2000) vermuten, dass
die Gerinnung sowohl in der Tumorentwicklung, der Tumorprogression als auch in
der Metastasierung eine Rolle spielt. Er ging davon aus, dass der tissue factor/Faktor
VII-Weg den  starksten  prokoagulatorischen  Stimulus  bei  malignen
Tumorerkrankungen Uber eine Steigerung der Thrombinproduktion darstellt. In den
oben aufgefiihrten Ergebnissen liegt der Faktor VII zwar praoperativ tendenziell und
bei Patienten mit einem niedriggradigen Gliom in signifikant hoherer Aktivitat vor als
bei den Kontrollpatienten, allerdings finden sich signifikante Erhdhungen der
Aktivitaten von Gerinnungsfaktoren viel haufiger im intrinsischen Signalweg der
Gerinnungskaskade.

Nicht nur anhand der absoluten Gerinnungsfaktor-Aktivitdten sondern auch unter
dem Aspekt pathologischer Einzelerh6hungen weisen Patienten mit Hirntumoren
deutlich mehr Potenzial fir Thrombosebildung als Kontrollpatienten auf. Dabei ist
erneut ein deutlicher Zusammenhang zwischen Tumorgrad und Auspragung der
Erhéhungen der Einzelfaktoren erkennbar. So weisen Glioblastompatienten
praoperativ signifikant ofter pathologisch erhohte Faktoren 1l, IX und X sowie
tendenziell haufiger pathologisch erhdhte Faktoren XI und Xl gegentber der
Kontrollgruppe auf (Abb. 9). Nach der Operation lassen sich diese Erh6hungen nicht
so eindrucksvoll darstellen, da sie wiederum vom Effekt der Operation verschleiert

werden. Signifikant pathologisch erhdhte Aktivitaten finden sich fir den
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Gerinnungsfaktor 1X am ersten postoperativen Tag sowie fur den Faktor VIII am
vierten postoperativen Tag. Desweiteren wurden bei tendenziell mehr
Glioblastompatienten pathologisch erhdhte Aktivitaten der Faktoren Il (am ersten und
vierten postoperativen Tag) und XI (am vierten postoperativen Tag) beobachtet. Mit
einem grolReren Patientenkollektiv lie3en sich auch hier sicherlich mehr signifikante
Unterschiede erheben. Desweiteren spielt sicher der Abnahmezeitpunkt eine Rolle.
Mehrere Monate nach der Operation verschwinden die OP-bedingten Effekte und die
erkrankungseigenen Charakteristika brechen wieder durch.

Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase zeigen — wenngleich seltener
als Glioblastompatienten doch haufiger als die Kontrollpatienten — pathologisch
erhohte Aktivitaten einzelner Gerinnungsfaktoren im systemischen Blut. Wahrend
signifikante Ergebnisse vor allem praoperativ fur die Faktoren Il und IX sowie
Tendenzen bei den Faktoren VIII, X und XIII beobachtet werden konnten, so liel3 sich
im postoperativen Verlauf nur fur den pathologisch vermehrt aktivierten Faktor IX am
ersten postoperativen Tag eine signifikant hoéhere Zahl an betroffenen
Karzinompatienten feststellen (Abb. 32).

Am ehesten infolge des niedrigeren WHO-Grads und der anderen Histologie zeigen
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom beziehungsweise einem Meningeom
praoperativ. und am ersten postoperativen Tag nur tendenziell ofter einzelne
Gerinnungsfaktoren, die sich in pathologisch erhdhter Aktivitat nachweisen lassen.
Am vierten postoperativen Tag weisen jedoch wieder signifikant mehr Patienten mit
einem Meningeom WHO [° oder II° einen pathologisch vermehrt aktivierten Faktor 1X
im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abb. 22). Ein weiterer Grund fur fehlende
signifikante Unterschiede besonders im postoperativen Verlauf kdnnen die kleinen
Patientengruppen sein. Auch ein weiterer spaterer Messpunkt, zum Beispiel nach
drei Monaten, wirde hier zu anderen Ergebnissen filhren. Insgesamt betrachtet
scheinen die Gerinnungsfaktoren Il und IX bei Hirntumorpatienten am haufigsten in
pathologisch erhdhter Aktivitat vorzuliegen.

Bisher durchgefuhrte Studien konnten signifikante Erh6hungen einer Zysteinprotease
mit dem Namen cancer procoagulant (CP) sowie des tissue factors im
Hirntumorgewebe aufzeigen (Ogiichi et al. 2000, Giagounidis et al. 2001). Der auf der
Oberflache von Tumorzellen exprimierte TF kann Uber einen Komplex mit dem
Gerinnungsfaktor VII/VIla zur Aktivierung der Faktoren IX und X fuhren. Unabhangig

von der Gerinnungskaskade fiihrt der ,cancer procoagulant®, der in gesundem,
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tumorfreiem Gewebe nicht nachweisbar war (Ogiichi et al. 2000), zusatzlich zur
Aktivierung des Faktors X (Giagounidis et al. 2001). Folglich kann man nicht nur den
intrinsischen Weg fur eine Hyperkoagulabilitdt bei Hirntumorpatienten verantwortlich
machen. Es ist die enge Verflechtung multipler Gerinnungsfaktoren und anderer
prokoagulatorischer Substanzen (wie zum Beispiel CP), welche letztendlich zur
vermehrten Thrombin- und auch Fibrinbildung im Tumorgewebe selbst sowie im

systemischen Blut fuhrt.

6.2. Multipel erhdhte Gerinnungsfaktor-Aktivitaten und Mehrfacherh6éhungen

der Aktivitat von Gerinnungsfaktoren

Interessanterweise sind bei der Auswertung der Kombinationen von Uber die obere
Normgrenze hinaus pathologisch aktivierten Gerinnungsfaktoren eben jene der
Faktoren Il & IX, Il & V, Il & X (préaoperativ) sowie Il & IX (am vierten postoperativen
Tag) signifikant haufiger bei Glioblastompatienten nachweisbar als in der
Kontrollgruppe (Abb. 11). Hierfr kann der Grund in der von Ogiichi et al. (2000) und
Giagounidis et al. (2001) beschriebenen vermehrten Expression von tissue factor und
cancer procoagulant liegen. Diese fiuihrt wie bereits erwdhnt zu einer verstarkten
Aktivierung der Faktoren IX und X und in der Folge dann auch des Faktors I, so dass
die oben genannten Kombinationen entstehen. Auch durch die operativ bedingte
Lasion und die Er6ffnung von Blutgefallen koénnte hier ein Einstrom in die
systemische Zirkulation denkbar sein. Der als Prothrombinase wirkende Komplex aus
den Faktoren V und X kann in gesteigerter Aktivitdt vermehrt Prothrombin
proteolytisch spalten und damit wiederum Thrombin bilden. Ornstein et al. (2002)
konnten aus ihren Experimenten schlieBen, dass der tissue factor durch einen
autokrinen Wachstumsschub mithilfe der Gerinnungsfaktoren in der Lage ist
ebenfalls Thrombin zu produzieren. Sciacca et al. (2004) begaben sich in der
Diskussion auf die genetische Ebene und machten bereits genetische
Polymorphismen, die in den codierenden Genen fir Prothrombin und den Faktor V
liegen, fir eine Pradisposition fur tiefe Venenthrombosen bei Patienten mit
hochgradigen Gliomen verantwortlich. Zu diesen Ergebnissen passen auch jene von
Ornstein et al. (2002). Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass die TF-mRNA 500 x

starker in Astrozytomen als in tumorfreiem Hirnparenchym vorliegt und dass die
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Expression mit dem WHO-Grad des Tumors korreliert. Letzteres kann ein weiterer
Grund dafur sein, weshalb vor allem die in dieser Arbeit untersuchten
Glioblastompatienten signifikant haufiger als Kontrollpatienten pathologisch vermehrt
aktivierte Gerinnungsfaktoren zeigen, wahrend die Ergebnisse aus den Vergleichen
mit niedriggradigen Gliomen weniger markant ausfallen. Die Ergebnisse von Rong et
al. (2005) konnten die beschriebenen Tendenzen untermauern. In ihren
Untersuchungen wiesen sie in tber 90 % der malignen Astrozytome, jedoch in nur
10% der niedriggradigen Gliome (WHO-Grad | und 1) eine TF-Expression
neoplastischer Zellen nach. Einige Arbeitsgruppen kamen sogar (in vivo oder in vitro)
zu dem Schluss, dass schlie3lich héhergradige Gliome selbst die Faktoren I, 1lI, VIII,
IX und X sowie den PAR-1-Rezeptor produzieren (Shikamato und Morita 1999,
Marras et al. 2000, Deitcher 2003, Fernandes et al. 2006, Kuhn et al. 2009).

Es spricht also vieles dafir, dass die pathologisch erhéhten Aktivitatswerte
besonders der Gerinnungsfaktoren 1l, V, IX und X beziehungsweise deren
Kombinationen bei Patienten mit einem Glioblastom entweder direkt durch die
Tumorzellen selbst und/oder indirekt Uber eine erhdhte Expression von TF oder CP
bedingt sind (Abb. 44). Derart markante Ergebnisse finden sich jedoch nur bei

Glioblastompatienten.

Abb. 44 Effekte der zum Teil selbst getriggerten Gerinnungsaktivierung auf das
Gehirntumorgewebe und mégliche systemische Auswirkungen.
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Neben den Kombinationen lieBen sich zudem auch 6fter Mehrfacherh6hungen bei
Patienten mit einem Glioblastom feststellen. So weisen einerseits praoperativ
signifikant mehr Glioblastompatienten mehr als einen und mehr als zwei
Gerinnungsfaktoren gleichzeitig in pathologisch erhohter Aktivitat auf. Ahnlich zu
diesen Ergebnissen sind bei ihnen auch am vierten postoperativen Tag signifikant
haufiger mehr als drei gleichzeitig in erhOhter Aktivitat vorliegende
Gerinnungsfaktoren nachzuweisen (Abb. 10).

Patienten mit einer intrazerebralen Karzinommetastase, die sonst fast ebenso
ausgepragt pathologische Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren zeigen wie
Glioblastompatienten, weisen zwar préaoperativ signifikant mehr als zwei gleichzeitig
erhohte Gerinnungsfaktoren auf aber sie zeigen am vierten postoperativen Tag keine
signifikanten Mehrfacherh6hungen, was eventuell auch auf die postoperativ geringe
Fallzahl (n=5) zurtickzufiihren ist (Abb. 33). Ahnliches war in dieser Studiengruppe
auch schon bei den absoluten Gerinnungsfaktor-Aktivitaiten sowie den pathologisch
erhohten Aktivitaten einzelner Faktoren zu beobachten.

Erstaunlicherweise sind bei den Meningeompatienten am vierten postoperativen Tag
signifikante Mehrfacherhdhungen von mehr als zwei und mehr als drei
Gerinnungsfaktoren nachweisbar (Abb. 23). Damit stellen sie zu diesem Zeitpunkt
zusammen mit den Glioblastompatienten die aus dieser Sicht gefahrdetsten
Patienten fur relevante thrombembolische Komplikationen dar. Die genauen
Ursachen fur diese Engleisung der Gerinnungsfaktoren bei Meningeompatienten im
postoperativen Stadium sind aber noch unbekannt. Freigesetzte Substanzen, die aus
dem Tumor an die Zirkulation abgegeben werden, kénnten eine Rolle spielen.
Wahrend Patienten mit einem niedriggradigen Gliom prdoperativ und am ersten
postoperativen Tag keine Auffalligkeiten im Vergleich der pathologischen
Erhéhungen von multiplen Gerinnungsfaktor-Aktivitdten zeigen, so finden sich am
vierten postoperativen Tag signifikant haufiger mehr als zwei Gerinnungsfaktoren mit
pathologisch erhohter Aktivitat (Abb. 16).

Durch perioperative Effekte verlieren sich die oben aufgezeigten signifikanten
Unterschiede am ersten postoperativen Tag bei allen untersuchten
Patientenkollektiven. Hier scheint der Risikofaktor ,Operation® eine wesentlich
groBere Rolle im Hinblick auf Thromboseentstehung und nachfolgenden
Komplikationen einzunehmen als die Malignom-assoziierten Effekte. Am vierten

postoperativen Tag kann bereits eine erneute Ausbildung sowohl signifikanter

91



Diskussion

Erhohungen der absoluten Gerinnungsfaktor-Aktivitaten als auch von signifikant
haufiger auftretenden multiplen Aktivitatserhéhungen der Faktoren beobachtet

werden, die sich im weiteren postoperativen Verlauf noch verdeutlichen kdnnte.

6.3. Auswirkungen der erh6hten Gerinnungsfaktor-Aktivitaten

Letztendlich mundet die Aktivierung von Gerinnungsfaktoren immer in einer
vermehrten Thrombinexpression. Thrombin seinerseits besitzt wie in Abbildung 45
dargestellt ein sehr groBes Wirkungsspektrum. Es hat neben der
prokoagulatorischen Wirkung noch mehrere andere Funktionen, die Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren aus der PAR-Familie mit dem Prototyp PAR-1 vermittelt
werden (Zieger et al. 2001, Fan et al. 2005).

Fan et al. (2005) konnten mittels der real time PCR in C6-Gliomzellen eine signifikant
erhohte mRNA-Expression des IL-6, IL-1-beta und TNF-alpha unter Thrombinzugabe
nachweisen. Auch die Ergebnisse von Fadul und Zacharski (2005) sprechen fir eine
proinflammatorische Wirkung des Thrombins. Mit ihren Experimenten konnten sie
zeigen, dass der aktivierte Faktor Il nicht nur Odeme im Gehirn induziert, sondern
auch eine Leukozyteninfiltration sowie die Aktivierung der Mikroglia auslost. Damit
wird eine fokale Entzindung erzeugt. Das Auftreten von Entzindungszellen
innerhalb von Gliomen korreliert wiederum mit der Prognose. Meli et al. (2001)
wiesen schliel3lich eine durch Thrombin verstarkte iINOS-Expression nach. Damit
wird von den Gliazellen Stickstoffmonoxid freigesetzt, welches wichtig fir eine
entzindliche Antwort im ZNS ist. In dieser Studie konnte keine Freisetzung von
Stickstoffmonoxid nach Stimulation humaner Glioblastomzellen der Linie U373MG
mit Thrombin beobachtet werden (Abb. 41). Neben der proinflammatorischen
Funktion stimuliert Thrombin desweiteren das Tumorwachstum. Ogiichi et al. (2000)
konnten mithilfe einer Kombination aus den Gerinnungsfaktoren Il, V und X mit oder
ohne den Faktor VIl eine Proliferation in drei verschiedenen Zelllinien (Gliomzelllinie
T98G, TM-1 sowie die normale humane asctrocyte cell strain NHA) induzieren. Dabei
war der maximal Mitose-stimulierende Effekt in den Gliomzelllinien hoher als in der
NHA-Zelllinie, die als Kontrolle diente. Die Gerinnungsfaktoren einzeln oder in
anderen Kombinationen eingesetzt, hatten keinen Effekt auf die Zellproliferation.

Daraus folgerten sie, dass der pro-proliferative Effekt durch die Produktion von
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Thrombin angenommen werden kann. Auch in dieser Studie konnte ein signifikanter
Anstieg der DNS-Synthese in humanen Glioblastomzellen der Linie U373MG nach
Inkubation dieser mit Thrombin in verschiedenen Konzentrationen nachgewiesen
werden (Abb. 42). Ein ebenfalls signifikanter Anstieg der DNS-Synthese humaner
Glioblastomzellen der Linie U373MG liel3 sich auch nach Inkubation mit einem PAR-
1-Agonisten darstellen (Abb. 43). Die geringe, jedoch signifikante Steigerung der
Proliferation durch den PAR-3-Agonisten kdnnte auf Kreuzreaktionen mit dem PAR-
1-Rezeptor zuruckgefihrt werden, da auch schon in einer vorherigen Arbeit der
Verdacht auf einen mutierten und damit nicht vollstandig hemmbaren PAR-1-
Rezeptor geaullert wurde (Kuhn et al. 2009). Interessanterweise stellte sich in der
Arbeitsgruppe um Fan et al. (2005) heraus, dass Thrombin in niedrigen
Konzentrationen zwar die Zellproliferation in C6-Gliomzellen hemmt, in hdheren
Konzentrationen diese allerdings erhoht. Damit konnte ein weiterer Grund fir die
signifikanten Aktivitatserhbhungen des Faktors Il im Gliomgewebe und systemischen
Blut im Sinne eines selbsterhaltenden und wachstumsférdernden Mechanismus
beobachtet worden sein. Thrombin spielt nach Hua et al. (2005) zudem eine grol3e
Rolle in der Produktion sowie Sekretion des ,Nerve Growth Factors® in Gliomzellen.
Auch damit wird die Astrozyten- und Tumorzellproliferation stimuliert (Zieger et al.
2001, Ornstein et al. 2002, Kuhn et al. 2009). Hiller (2003) beschreibt Thrombin als
Wachstumsfaktor, der DNS-Synthese und Mitose auslost.

Wie jedes andere proliferierende Gewebe bedarf natirlich auch der Hirntumor einer
vermehrten Durchblutung, um sich mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen. Da
Thrombin in vitro die VEGF-Produktion stimulieren kann, scheint es somit eine
wichtige Rolle in der Angiogenese zu spielen (Guan et al. 2002, Yamahata et al.
2002, Rickles et al. 2003, Hiller 2003, Hua et al. 2005). In Abhangigkeit der
Wachstumsgeschwindigkeit muss die Gefal3bildung mehr oder weniger schnell
erfolgen, fur die ein entsprechend grol3er Bedarf an Thrombin und somit auch ein
Grund fur die verschiedenen signifikant erhéhten Gerinnungsfaktor-Aktivitaten fur die
Thrombinaktivierung bei den Tumorentitditen angenommen werden kann.

Auch in der Metastasierung wird dem Faktor Il eine wichtige Rolle zugeschrieben.
Van Meir und Brat (2004) fanden, dass der in Astrozyten durch Thrombin aktivierte
PAR-1 invasive und metastatische Eigenschaften von malignen Zellen stimuliert
(Korte 2000). PAR-1 wird jedoch auch durch Hirntumorzellen exprimiert, wie

Untersuchungen von humanen Glioblastom-Zellreihen und Kurzzeitkulturen zeigen
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(Junge et al. 2004). Das konnte in dieser Studie an humanen Glioblastomzellen
ebenso bestatigt werden.

Schlie3lich ist noch die bekannteste Funktion des Faktors Il zu erwdhnen — die
Fibrinbildung. Moglicherweise stellt die Interaktion zwischen Tumorwachstum und
Koagulation eine Art Uberlebensstrategie des Tumors dar. Zum Beispiel dient die
Bildung einer Fibrinhille der immunologischen Maskierung eines Tumors (Nawroth
2006). Demnach sind auch Adhéasion und Metastasierung immer an die Bildung einer
Fibrinmatrix gebunden. Thrombin ist jedoch nicht nur fir die Fibrinbildung
verantwortlich. Es verstarkt durch eine positive Rickkopplung schlief3lich auch seine
eigene Aktivitat, indem es die Faktoren V, VIII, XI und XIII aktiviert (Taketomi et al.
2008). Auf diese Weise entsteht ein prokoagulatorischer Kreislauf (fir die Patienten
ein circulus vitiosus), der die Balance im Hirntumorgewebe mit sehr vielseitigen
Konsequenzen hin zu einer Hyperkoagulabilitat des Blutes verschiebt. Die Faktoren
[I, VIII, IX und X, die auch in der vorliegenden Untersuchung in signifikant erhéht
aktivierter Form vorliegen, werden dabei durch vermehrte Expression des tissue

factors, cancer procoagulants sowie des Thrombins besonders haufig induziert.

Abb. 45: Wirkungsspektrum des Gerinnungsfaktors II.
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Allerdings wirde auch der Hirntumor nicht von einer ausschlieflich
prothrombotischen Lage profitieren. Sciacca et al. (2004) zeigten, dass die Thrombin-
induzierte Vermehrung von VEGF wiederum den tissue plasminogen activator (tPA)
induziert und somit die Spaltung von Plasminogen in Plasmin. Parallel dazu erfolgt
jedoch auch die Expression des Inhibitors von tPA (PAI-1), welche zu einem
prothrombotischen Status fuhrt, indem die Plasminogenaktivierung inhibiert und
somit fibrinolytische Aktivitat reduziert wird (Zieger et al. 2001, Fan et al. 2005).
Sciacca et al. (2004) wiesen desweiteren die Hochregulierung von dem
Lipoprotein(a) nach, welches die Sekretion von tPA reduziert sowie die PAI-1-
Produktion anregt. Hirntumorzellen sind folglich in der Lage, neben den oben
genannten, zahlreichen prothrombotischen auch antithrombotische Substanzen zu
exprimieren, um optimale Bedingungen fur ihre teilweise rasante Proliferation zu

erhalten.

6.4. Von der lokalen zur systemischen Thrombose

Auch die in dieser Studie untersuchten Hirntumorpatienten erlitten im postoperativen
Zeitraum signifikant haufiger klinisch manifeste tiefe Venenthrombosen als die
Kontrollpatienten und infolge dessen deutlich aber nicht signifikant haufiger eine
Lungenembolie (Abb. 36). Mit einem grol3eren Patientenkollektiv wirde sich
sicherlich auch im Vergleich der postoperativen Lungenembolien ein signifikanter
Unterschied ergeben. Unter den Hirntumorpatienten waren am haufigsten bei den
Patienten mit einem Glioblastom WHO |V° tiefe Venenthrombosen sowie eine
Lungenembolie zu diagnostizieren (Abb. 37). Im Vergleich zu der ebenfalls groRen
Gruppe der Meningeompatienten ist dieser Unterschied auch signifikant; wiederum
wirden bei der Untersuchung einer groBeren Patientenanzahl wahrscheinlich
haufiger signifikante Unterschiede entstehen. Ein Grund fir die im Vergleich zu den
Kontrollpatienten bedeutsam héaufiger auftretenden thrombembolischen Ereignisse
kénnten die in dieser Arbeit untersuchten Gerinnungsfaktoren sein, welche im
peripheren Blut von Patienten mit einem Hirntumor in erhdhter Aktivitat vorliegen.
Doch wie erklart sich eine derart ausgepragte Hyperkoagulabilitat im systemischen

Blut — fernab gelegen vom eigentlichen Tumorgewebe im ZNS?
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Normale BlutgefaRe des ZNS weisen dank der Blut-Hirn-Schranke eine nur sehr
geringe Proteindiffusion durch ihre Wande auf. Allerdings kann die Blut-Hirn-
Schranke zum Beispiel durch VEGF durchlassig werden (Van Meir und Brat 2004),
fur das eine erhdhte Expression in neoplastischen Zellen nachgewiesen wurde (Hiller
2003, Hua et al. 2005). Zudem kann durch Zytokinproduktion (zum Beispiel
Interleukine, TNF-a) der Tumorzellen die normale antikoagulatorische Eigenschaft
des Gefal3endothels gestort werden. Durch diese Mechanismen weisen etwa die
Halfte aller Patienten mit malignen Erkrankungen und tber 90 % der Patienten mit
metastasierten malignen Erkrankungen abnorme Gerinnungsparameter auf
(Giagounidis et al. 2001). Schlie8lich kénnte es durch die gestorte Blut-Hirn-
Schranke auch zur Einschwemmung unbekannter Stoffe ins systemische Blut
kommen, die eine vermehrte Gerinnungsfaktor-Produktion in der Leber oder eine
erhohte Aktivierung vorhandener Faktoren im Blut auslésen. Eine auf3erdem
nachgewiesene Hyperimmunoglobulie sowie Thrombozytose kdnnen eine erhohte
Plasmaviskositat bedingen und das Thromboembolierisiko ebenfalls steigern
(Giagounidis et al. 2001, Walsh und Kakkar 2001).

Neben den prothrombotischen Substanzen st der Hirntumor selbst ein
traumatisierender Prozess, der gesunde zentralnervése Strukturen sowie dortige
Blutgefalle schadigt. Valdes-Camin et al. (1994) beobachteten, dass bereits
normales Hirngewebe reich an tissue factor ist. Nicht Gberraschend erscheint nach
Ornstein et al. (2002) also eine venése Thromboembolie nach Hirntraumen, infolge
derer TF vermehrt ins systemische Gefal3system gelangt. Folglich misste auch ein
Hirntumor dem tissue factor den Ubertritt in die systemische Zirkulation mit
nachfolgenden Koagulationsreaktionen durch die gestdrte Blut-Hirn-Schranke
ermoglichen. Selbiges konnte fir die untersuchten Gerinnungsfaktoren zutreffen.
Zusatzlich schadigt die Therapie der Tumore Hirngewebe sowie Endothelzellen und
fordert damit die Produktion und Freisetzung von TF. In mehreren Arbeitsgruppen
konnte eine erhthte Sekretion von TF in endothelialen Zellen nachgewiesen werden
(Albrecht et al. 1992, Maialo et al. 2002).
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6.5. Antithrombin Ill, Fibrinogen und D-Dimere

Patienten mit einem Hirntumor weisen verglichen mit den Kontrollgruppen im
systemischen Blut signifikant héhere Aktivitaten an Antithrombin Il auf. Fur die
Glioblastom- und Meningeompatienten sowie fur die mit einer intrazerebralen
Karzinommetastase lassen sich diese zu beiden postoperativen Messzeitpunkten
nachweisen (Abb. 12; 24; 29; 34). Zudem konnte bei den Patienten mit einem
Glioblastom sowie bei den Patienten mit einem Meningeom [° oder II° zu beiden
postoperativen Messzeitpunkten und bei den Patienten mit einem Meningeom [° am
ersten postoperativen Tag haufiger pathologische, das heil3t gegeniber dem
Normbereich erhohte Aktivitditswerte von AT Il gegeniber den Kontrollgruppen
nachgewiesen werden (Abb. 13; 25; 30). Mit einem gréReren Patientenkollektiv
waren eventuell auch bereits praoperativ signifikante Unterschiede nachweisbar. Bei
den Patienten mit einem niedriggradigen Gliom lassen sich dagegen keine
signifikanten Unterschiede feststellen. Allerdings zeigen sie sowohl pra- als auch an
den postoperativen Tagen die hochsten absoluten Werte von Antithrombin Ill, welche
im direkten Vergleich mit den Glioblastompatienten praoperativ signifikant héher
liegen. Das Ausbleiben an signifikanten Unterschieden in dieser Tumorentitat kann
somit am ehesten anhand der geringen Fallzahl unter den Patienten mit einem
niedriggradigen Gliom erklart werden. Ornstein et al. (2002), die in einer &hnlichen
Untersuchung die Aktivitat des Thrombin-Antithrombin-Komplexes im systemischen
Blut vor, 60 und 180 Minuten nach neurochirurgischen Operationen maligner
intrakranieller Neoplasien mal3en, stellten ebenfalls signifikante Erhéhungen fest.
Das Maximum des Thrombin-Antithrombin-Komplexes war in ihren Experimenten
l1lfach gegenuber dem normalen Wert erhoht, wahrend selbst bei zerebralen
Aneurysmen eine Erhohung lediglich um das 4,5fache gemessen wurde. Die
Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass ein maligner Hirntumor die Patienten in
einem grolBeren Ausmall flr systemische Gerinnungsaktivierung pradisponieren
kénnte als benigne intrakranielle Prozesse. Diese Ergebnisse im systemischen Blut
passen zu den lokal beobachteten Fakten von Isaka et al. (1994). Das von jener
Arbeitsgruppe immunhistochemisch untersuchte Endothel der Mikrogefal3e aus
Hirntumoren enthielt mafig viel AT Il in allen Geweben. Lediglich in den Kapillaren
der Glioblastome fand eine nur schwache Reaktion statt. Aus ihren Experimenten

schlossen sie, dass die erhbhte Expression von antithrombotischen Antigenen neben
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der Hyperkoagulabilitat zumindest teilweise auch intratumorale Blutungen erklaren
konnte (Ilsaka et al. 1994). Weitere Funktionen des verstarkt exprimierten
Antithrombins 11l kdnnten sein, eine komplette Thrombosierung der den Tumor
versorgenden GefadlRe zu verhindern und die inflammatorische  Reaktion zu
regulieren. Die Ergebnisse implizieren, dass das Antithrombin [l einen
Schutzmechanismus des Korpers darstellen konnte, der bei Patienten mit
niedriggradigen Gliomen und einer besseren Prognose starker ausgepragt ist als bei
Patienten mit hohergradigen Hirntumoren und einer schlechteren Prognose. Dieses
bestatigen auch die Experimente von Kuhn et al. (2009), in denen AT Il die
Proliferation von Glioblastomzellen senken konnte. Glioblastome kdnnen folglich nur
bestrebt sein, das Antithrombin Il wenigstens in ihrem Gewebe zu blockieren, was
die ebenfalls beobachtete verminderte Expression im Endothel erklaren wirde (Kuhn
et al. 2009). Auch die in dieser Arbeit gemessenen praoperativ signifikant und
postoperativ deutlich erhdhten Aktivitaten von AT 1l bei Patienten mit einem
niedriggradigen Gliom im Vergleich zu Patienten mit einem Glioblastom kdnnen diese
Hypothese untermauern.

Bei der Auswertung der Fibrinogen-Konzentrationen fallen die am ersten
postoperativen Tag stets signifikant héheren Werte bei den Kontroll- verglichen mit
den Hirntumorpatienten auf. Alle Ubrigen Vergleiche ergeben keine signifikanten
Unterschiede. Wahrend praoperativ in allen Patientengruppen sehr &hnliche
Mittelwerte innerhalb des oberen Referenzbereiches gemessen wurden, zeigten die
Kontrollpatienten am ersten postoperativen Tag tendenziell héhere Konzentrationen
an Fibrinogen. Die insgesamt niedrigeren Konzentrationen am ersten postoperativen
Tag konnten zum Beispiel durch die operationsbedingte Hamodilution oder den
Verbrauch bedingt sein. Am vierten postoperativen Tag sind es dagegen die
Hirntumorpatienten, die nicht nur die hdchsten sondern auch stets Uber dem
Referenzbereich liegende mittlere Fibrinogen-Konzentrationen aufweisen (Abb. 12;
17; 24; 29). Innerhalb aller Tumorgruppen lasst sich zudem ein signifikanter Anstieg
der mittleren Konzentrationen von Fibrinogen vom ersten zum vierten postoperativen
Tag nachweisen. Damit kdénnte ein weiterer Grund fur das postoperativ erhdhte
Thromboserisiko bei Hirntumorpatienten beobachtet worden sein. Da die
Konzentration von dem  akute-Phase-Protein  Fibrinogen neben  der
Gerinnungssituation jedoch auch durch inflammatorische Prozesse reguliert wird, ist

noch nicht geklart, ob die besonders postoperativ hohen Fibrinogen-Konzentrationen
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der Tumorpatienten durch die Neoplasie oder eine postoperative systemische
inflammatorische Reaktion bedingt sind. Dagegen korrelierte bei Sawaya und Glas-
Greenwalt (1992) das Auftreten einer Thrombose bei Patienten mit Hirntumoren
unter anderem signifikant mit einem erniedrigten Fibrinogenspiegel. In der
vorliegenden Arbeit war das aufgrund der geringen Patientenzahl nicht der Fall. Die
in den Untersuchungen beobachtete hamostatische Unordnung assoziierte die
Arbeitsgruppe am ehesten mit einer subklinischen Form des disseminierten
intravaskularen Koagulationssyndroms (DIC). Allerdings missten nach dieser
Theorie aul3erdem die Gerinnungsfaktoren aufgrund des Verbrauchs in erniedrigter
Aktivitat vorliegen, was in dieser Arbeit ebenso nicht beobachtet wurde. Da im
Vorfeld einer DIC jedoch immer eine Aktivierung der Gerinnung und damit auch der
Gerinnungsfaktoren stattfinden muss, kdnnte ein Grund fur diese Differenzen in den
unterschiedlichen Zeitpunkten der Messungen liegen.

Auch in der Auswertung der Konzentrationen von D-Dimeren bei Hirntumor- und
Kontrollpatienten ergaben sich weniger markante Ergebnisse als bei der Beurteilung
der Gerinnungsfaktoren. Die praoperative Konzentration an D-Dimeren ist bei den
Patienten mit einem niedriggradigen Gliom deutlich erhdht gegentiber jener der
Kontrollpatienten (Abb. 17). Das koénnte ein Hinweis fir einen perioperativen
permanenten Fibrinabbau bei den Patienten mit einem niedriggradigen Gliom sein.
Auffallend ist desweiteren ein sich stets indirekt proportional verhaltender Verlauf der
mittleren Konzentration an D-Dimeren bei den Hirntumorpatienten zu dem der
Kontrollpatienten. Wahrend Glioblastom- und Meningeompatienten wahrend der drei
Messpunkte ansteigende Konzentrationen aufweisen, fallen diese in den
entsprechenden Kontrollgruppen ab. Die Patienten mit einem niedriggradigen Gliom
beziehungsweise einer intrazerebralen Karzinommetastase weisen im Verlauf
abfallende Werte der D-Dimere auf.

Allerdings bewirken neben thrombotischem Geschehen und Tumoren auch ein
chirurgischer Eingriff, Wundheilung, disseminierte intravasale Gerinnung und
Entzindung/Sepsis erhdhte D-Dimere, so dass die Ursache flir obige Differenzen
wahrscheinlich in den eben genannten Stdrfaktoren liegt. Aus diesem Grund scheint
die Messung der Konzentrationen an D-Dimeren in Bezug auf das Thromboserisiko
von Hirntumorpatienten wenig aussagekraftig. Sciacca et al. (2004) lieferten
eindeutigere Ergebnisse. In ihrer Fall-Kontroll-Studie beobachteten sie unter

anderem signifikant hohere Plasmaspiegel der D-Dimere bei Patienten mit
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hochgradigen Gliomen vom WHO-Grad IIl und 1V als bei Gesunden oder Patienten
mit Multipler Sklerose. Auch sie assoziierten das bei Hirntumorpatienten erhéhte

Risiko fuir eine Thrombose/Lungenembolie mit dem Tumor selbst.

6.6. Thromboseprophylaxe bei Patienten mit einem Hirntumor

Das postoperative Risiko fur thrombembolische Komplikationen ist bei Gliomen héher
einzuschétzen als das bei anderen Erkrankungen. Als Grund kann eine Veranderung
der Dbeschriebenen Gerinnungsfaktoren im Sinne eines paraneoplastischen
Syndroms angenommen werden (Weller 2004). Ist die Diagnose einer tiefer
Beinvenenthrombose bei Patienten mit einem priméren Hirntumor gestellt, erfolgt die
Therapie prinzipiell gleich der Behandlung anderer Patienten. Dabei erweist sich die
Therapie mit niedermolekularem fraktionierten Heparin (LMWH) als besser steuerbar
als jene MalRnahmen mit Vitamin K-Antagonisten (Weller 2004). Das gilt jedoch nicht
fur Tumoren, die bereits zu einer intrakraniellen Blutung gefiihrt haben. In diesen
Fallen muss sich auf die Hochlagerung der betroffenen Extremitat bei Low-Dose-
Heparinisierung und gegebenenfalls einer Implantation eines Vena-cava-Schirms
beschrankt werden (Schlegel et al. 2003). Auch im Hinblick auf die
Sekundarpravention bei Patienten mit einer inrazerebralen Metastase herrschen
unterschiedliche Meinungen. Monreal et al. (2004) halten eine Thromboseprophylaxe
bei Patienten mit einem metastasierten Tumor flr oft problematisch, da ihrer Ansicht
nach aufgrund der Leber- oder Hirnmetastasen ein hohes Risiko fir Blutungen und
Thrombozytopenie besteht. Vorteile bei der Therapie und Pravention mit LMWH sind
die langere Halbwertszeit gegenuber unfraktioniertem Heparin, die bessere
Bioverfuigbarkeit, die geringere Proteinbindungsfahigkeit sowie dass fir die
Therapietiberwachung weniger Labortests (Prothrombinzeit, partielle
Thromboplastinzeit) erforderlich sind (Schmidt et al. 2002, Balzarotti et al. 2006,
Mousa 2006). Desweiteren kann das Risiko einer intrazerebralen Blutung, einer
heparininduzierten Thrombozytopenie und Osteoporose mit LMWH im Vergleich zu
einer Therapie mit unfraktioniertem Heparin gesenkt werden (Schmidt et al. 2002).

Auch flr eine perioperative Antikoagulation zur Thromboseprophylaxe von Patienten
mit einem primaren Hirntumor spricht derzeit viel. Die Inzidenz venodser

Thromboemboliebildung bei Patienten, die operiert werden, ist nach Otten et al.
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(2000) hoch genug, um eine Prophylaxe mit Antikoagulantien zu rechtfertigen. So
erhalten operativ behandelte Patienten zusétzlich zu Antithrombosestrumpfen, einer
krankengymnastische Ubungstherapie sowie einer frilhzeitige Mobilisierung
standardmafllig auch LMWH (Schlegel et al. 2003). Wie mehrere andere
Arbeitsgruppen auch kamen Schmidt et al. (2002) zu dem Schluss, dass das Risiko
ernster Nebenwirkungen durch eine antikoagulatorische Therapie bei Patienten mit
malignen Gliomen lberschatzt worden ist (Walsh und Kakkar 2001). In ihrer Studie
mit 915 Patienten mit malignen Gliomen entwickelten 4 % eine tiefe
Beinvenenthrombose oder eine Lungenembolie wahrend der sechsten bis 246.
postoperativen Woche. Von den 22 Patienten, die mit antikoagulatorischen
Medikamenten behandelt wurden, entwickelte keiner eine intrazerebrale Blutung.
Auguste et al. (2004) stellten erganzend fest, dass eine mechanische
Thromboseprophylaxe bei Patienten mit einem Hirntumor mittels externer
pneumatischer Kompression und/oder elastischen Kompressionsstriimpfen effektiv
erfolgen kann. Neben den antikoagulatorischen Effekten scheint niedermolekulares
Heparin jedoch noch weitere Wirkungen zu haben (Abb. 46). Experimentelle Daten
lieBen Korte (2000) vermuten, dass Antikoagulanzien, vor allen LMWH,
antineoplastische Effekte besitzen und dadurch das Outcome verbessern kénnen.
Das konnten auch Kuhn et al. (2009) zeigen. In ihren in-vitro Experimenten wiesen
sie nach, dass niedermolekulare Heparine wie Nadroparin, Enoxaparin oder auch
HMWH die Proliferation von Glioblastomzellen auf ein Drittel im Vergleich zu den
Kontrollzellen herunter regulieren kdnnen. Derselbe Effekt entstand durch auf die
Glioblastomzellen appliziertes Hirudin, welches ein natirlicher Gerinnungshemmer
aus dem Blutegel ist. Ahnliche Ergebnisse fanden Balzarotti et al. (2006), indem sie
mittels Enoxaparin das Wachstum von héhergradigen Gliomzellen signifikant senken,
die Tumorzellmigration jedoch nicht signifikant beeinflussen konnten. Mousa (2006)
stellten fest, dass Fondaparinux nicht nur fest und schnell an AT Il binden und
dadurch den Faktor Xa inhibieren kann. Die Inhibition des aktivierten Faktors X und
des tissue factors verminderte in ihren Experimenten aul3erdem die TF/Faktor VII-
Aktivierung, was wiederum die Herunterregulation des prokoagulatorischen Status,
der Angiogenese und der Entzindung bewirkte. Argatroban als spezifischer
Thrombininhibitor kann nach Hua et al. (2005) im C6-Gliommodell bei Ratten sowohl
Hirnbdeme, die Tumormasse als auch neurologische Defizite reduzieren. Es

verlangerte auBerdem die Uberlebenszeit der untersuchten Ratten. SchlieRlich

101



Diskussion

konnten Fan et al. (2005) die Inhibition der Expression von IL-6 mMRNA durch Hirudin
nachweisen.

Es wurde einerseits folglich von mehreren Arbeitsgruppen neben den
antithrombotischen auch antiproliferative, antiinflammatorische und letztendlich das
Outcome verbessernde Effekte der Antikoagulanzien beschrieben. Da fir Patienten
mit einem Gehirntumor andererseits nicht nur post-, sondern auch praoperativ erhdht
aktivierte Gerinnungsfaktoren nachgewiesen werden konnten (Abb. 8; 14; 31),
welche auf eine mdgliche préoperative Hyperkoagulabilitdt hinweisen, scheint eine
Diskussion Uber den bereits préaoperativen Einsatz von Antikoagulanzien bei
Patienten mit einem Hirntumor sinnvoll (Goh et al. 1997, Ogiichi et al. 2000, Nawroth
2006). Das gilt vor allen fur Patienten, die zwar nicht operiert, jedoch aufgrund ihrer
Hirntumorerkrankung  voribergehend oder dauerhaft immobilisiert  sind
beziehungsweise bei denen eine Chemotherapie durchgefiihrt wird (Schlegel et al.
2003).

Abb. 46 Mdgliche Effekte der niedermolekularen Heparine.

Ornstein et al. (2002) kamen zu dem Schluss, dass in Bezug auf das Uber mehrere
Monate andauernde erhdhte Risiko einer venésen Thromboembolie die langerfristige

Prophylaxe mit LMWH fir Hochrisiko-Patienten erwogen werden sollte. In dem
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,Khorana risk score” zur Risikoklassifizierung von Tumorpatienten hinsichtlich
symptomatischer Thrombosen teilten Khorana et al. (2008) Patienten mit einem
Hirntumor aufgrund ihrer Tumorlokalisation in die Hochrisikogruppe ein, da sie
besonders stark mit symptomatischen Thrombosen assoziiert waren. Im Gegensatz
zur low-risk und intermediate-risk Gruppe profitiert den Ergebnissen dieser
Arbeitsgruppe  nach die  Hochrisikogruppe von einer prophylaktischen
Antikoagulation, da sie in der Studie ein fast 7 % hohes Risiko wahrend der ersten 73
Tage aufwies.

Well eine effektive Prophylaxe jedoch tagliches Heparin subkutan bedeuten kann,
erscheint nach Sciacca et al. (2004) die Identifikation von fir Thrombosen
gefahrdeten Patienten sinnvoll fir eine individuelle praventive Behandlung. Ornstein
et al. (2002) diskutierten neben der Antikoagulaton mit LMWH und
Thrombininhibitoren auch teilweise oral verabreichbare Medikamente in der
Antitumortherapie. In ihren Labormodellen zeigten zum Beispiel rekombinant
hergestellte TF-pathway Inhibitoren (rTFPI), Vitamin E, Cyclosporin A, ja sogar
Statine antithrombotische Aktivitat und konnten das Tumorwachstum hemmen. Die
Arbeitsgruppe vermutete einen weniger zytotoxischen als vielmehr zytostatischen
Wirkmechanismus der Antikoagulantien. Demnach liegt es nahe, dass diese
Medikamente ihre gréf3te Wirkung durch eine kontinuierliche Verabreichung entfalten
als bei nur intermittierender Gabe und eventuell am effektivsten in Kombination mit

einer zytotoxischen Therapie wirken.
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7. Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie ist als Teil einer grof3eren Forschungsarbeit zu verstehen, die
sich mit den Wechselwirkungen zwischen Hirntumoren und Gerinnung
beziehungsweise thrombembolischen Ereignissen beschaftigt. Wahrend andere
Studien die lokalen Geschehnisse im Tumorgewebe selbst untersuchen, beschéftigt
sich diese Arbeit mit den systemisch vorliegenden Verdnderungen der
Gerinnungsfaktor-Aktivitdten sowie anderer Gerinnungswerte bei Hirntumorpatienten.
Die Ergebnisse werden erganzt durch einige Expressionsstudien sowie in vitro-

Experimente.

Fur fast alle Patienten mit einem Hirntumor lassen sich Aktivitaten der getesteten
Gerinnungsfaktoren von tber 100 % der Norm nachweisen. Dabei liegen besonders
die Aktivitdten der Gerinnungsfaktoren II, VIII, IX, X und XI bei den Tumorpatienten
verglichen mit der Kontrollgruppe in hoherer Aktivitdt, die Gerinnungsfaktoren Il
sowie IX am haufigsten in signifikant héherer Aktivitat vor. Hohere Aktivitdten von
Gerinnungsfaktoren gegentber der Kontrollgruppe beziehungsweise pathologisch
erhohte Aktivitdten finden sich vor allen bei Patienten mit einem Glioblastom WHO
IV°. Patienten mit einem niedriggradigen Hirntumor oder einer intrazerebralen

Karzinommetastase weisen weniger markante Veranderungen auf.

Patienten mit einem Hirntumor zeigen o6fter mehrere, gleichzeitig in pathologisch
erhohter Aktivitat vorliegende Gerinnungsfaktoren als Patienten ohne Tumorleiden.
Zudem liegen bei Patienten mit einem Glioblastom WHO IV° signifikant 6fter die
Faktoren Il & V, Il & IX sowie Il & X gleichzeitig in pathologisch erhdhter Aktivitat vor.
Diese multiplen Aktivitatserhéhungen minden letztendlich in einer gesteigerten

Thrombinbildung.

Weiterhin lassen sich bei Hirntumorpatienten stets eindeutig hohere Aktivitaten von
Antithrombin 11l im Vergleich zu Kontrollgruppe messen. Die Werte der Patienten mit
einem niedriggradigen Gliom liegen dabei hoher als jene der Glioblastompatienten.
Bei den Hirntumorpatienten findet vom ersten zum vierten postoperativen Tag zudem

ein signifikanter Anstieg der mittleren Konzentrationen von Fibrinogen statt

Die gemessenen Gerinnungsparameter korrelieren mit dem  Auftreten

thrombembolischer Komplikationen im postoperativen Zeitraum. So treten bei
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Patienten mit einem Hirntumor signifikant h&ufiger postoperativ klinisch manifeste
tiefe Venenthrombosen auf als bei den Kontrollpatienten. Unter den
Hirntumorpatienten zeigen am haufigsten die Patienten mit einem Glioblastom WHO
IV tiefe Venenthrombosen im postoperativen Zeitraum beziehungsweise infolge
dessen eine Lungenembolie. Die Glioblastompatienten mit einer postoperativen
thrombembolischen Komplikation weisen verglichen mit den Glioblastompatienten
ohne postoperative thrombembolische Komplikation sowohl héhere Aktivitaten der
Gerinnungsfaktoren als auch haufiger mehrere gleichzeitig in pathologischer Aktivitat
vorliegende Gerinnungsfaktoren im systemischen Blut auf.

Humane Glioblastomzellen exprimieren messenger RNA fur den Protease-aktivierten
Rezeptor Typ 1. Das Protein des PAR-1 ist auf der Zelloberflache lokalisiert und in
Clustern angeordnet. Durch Thrombin oder seine Agonisten findet eine reduzierte
Synthese von Stickstoffmonoxid in humanen U373MG Glioblastomzellen statt.
Thrombin und PAR-Agonisten verursachen einen signifikanten Anstieg der DNS-
Synthese in humanen U373MG Glioblastomzellen und damit eine deutliche Zunahme

der Proliferation.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen der
thrombembolischen Komplikation selbst, der systemischen Gerinnungsaktivitat und
einer erhdhten Tumoraggressivitat vermuten. Eine prophylaktische Antikoagulation,

besonders fur Patienten mit einem Glioblastom WHO [V°, ist daher zu diskutieren.
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2. Herr Prof. Dr. rer. nat. Uwe Hanisch durch Ermittlung der experimentellen
Rohdaten fur die Expressionsanalysen des PAR-1 in humanen Gliomzellen
und durch die funktionellen Tests

3. die Medizinisch-Technischen Assistentinnen des Instituts fur Klinische
Chemie, insbesondere Frau Oder und Frau Zwirnemann, in der
Durchfihrung der Bestimmung der Gerinnungsfaktoren, D-Dimere,

Antithrombin Il sowie des Fibrinogens

4, Frau Dr. Ing. M. Sc. Hoyer in statistischen Fragen,

die Hilfe eines Promotionsberaters nicht in Anspruch genommen wurde und dass
Dritte weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen von mir flr Arbeiten
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation
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dass ich die Dissertation noch nicht als Prifungsarbeit fir eine staatliche oder andere
wissenschaftliche Prifung eingereicht habe und

dass ich die gleiche, eine in wesentlichen Teilen ahnliche oder eine andere

Abhandlung nicht bei einer anderen Hochschule als Dissertation eingereicht habe.
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