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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

1.1 Grundlagen der (Auto-)immunitat

Ein intaktes Immunsystem ist fir das Uberleben des Menschen essenziell. Es schiitzt den
Organismus vor Infektionen durch Mikroorganismen und Viren sowie vor der Entartung
korpereigener Zellen. Zentrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen

,oelbst" und ,Nicht-Selbst" sowie zwischen gesunden und mutierten Zellen (1, 2).

1.1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem gliedert sich in angeborene und adaptive Anteile (3). Diese Unterteilung
entspringt eher einem deskriptiven Interesse, tatsachlich sind beide Anteile des

Immunsystems eng miteinander verwoben.

Aus evolutionarer Sicht ist das angeborene Immunsystem deutlich alter. Es umfasst
physikalische Barrieren (bspw. Epithelien, Haut, Nagel), chemischen Komponenten (bspw.
(Magen-)Saure) und (kontinuierlichen) Transportmechanismen (bspw. Hustenreflex,
Zilienschlag, Tranen, Urin etc.). Zusatzlich wirken zellulare (bspw. Nattrlichen Killerzellen (NK-
Zellen), Granulozyten, Mastzellen) und humorale Komponenten (bspw. Lysozym,
Komplementsystem, proinflammatorische Zytokine, Defensine (4, 5)). Eine vereinfachte

Zusammenfassung bietet die Abbildung 1 Komponenten des angeborenen Immunsystems.
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Abbildung 1 Komponenten des angeborenen Immunsystems

Charakterisierend fur das angeborene Immunsystem ist eine unspezifische Immunantwort, die
nur eine geringe Vorlaufzeit erfordert. Diese Immunantwort ful3t auf der Erkennung
konservierter Pathogenstrukturen (sog. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns))

durch sog. PRRs (pattern recognition receptors), wie u. a. Toll-like-Rezeptoren (TLR) (6-9).

Das adaptive Immunsystem reagiert verzdgert, ermdglicht jedoch eine hochspezifische
Abwehr. Auch dieses System Iasst sich in zellulare und humorale Bestandteile gliedern (siehe

Abbildung 2 Komponenten des adaptiven Immunsystems).
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Abbildung 2 Komponenten des adaptiven Immunsystems

Diese Spezifitat des adaptiven Immunsystems wird durch Rekombination und somatische
Mutation erlangt, wodurch eine breite Vielfalt an Lymphozyten entsteht, die auf
unterschiedlichste Antigene spezialisiert sind (10). Voraussetzung fur die Aktivierung ist die
Antigenprasentation durch u. a. dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Lymphozyten (sog.
(professionell) antigenprasentierende Zellen (APCs)). Das adaptive Immunsystem ist exklusiv
in der Lage, durch Gedachtnis-B- und -T-Zellen sowie Antikdrper-produzierende Plasmazellen
ein immunologisches Gedachtnis zu entwickeln (siehe 6.1 WeiterfUhrende Informationen zu

dem immunologischen Gedachtnis).

1.1.2 Definition der Autoimmunitat

Autoimmunitat bezeichnet eine adaptive Immunreaktion gegen korpereigene Antigene (10).
Pathophysiologisch liegt ein Verlust der immunologischen Toleranz zugrunde, wodurch die

Unterscheidung zwischen Selbst und Nicht-Selbst gestort ist (11).

1.1.3 Grundlagen der Autoimmunitat

Die Entstehung von Autoimmunitat ist multifaktoriell. Neben genetischer Pradisposition spielen
Umweltfaktoren und Infektionen eine Rolle. Ein wichtiger Mechanismus ist das sog. molekulare
Mimikry, bei dem strukturelle Ahnlichkeiten zwischen mikrobiellen und korpereigenen
Antigenen zu autoreaktiven Immunantworten fuhren kdnnen. Ein klassisches Beispiel sind

Post-Streptokokken-Erkrankungen nach Infektionen mit p-hamolysierenden Streptokokken
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der Gruppe A ((GABHS) siehe 6.2 Weiterfihrende Informationen zu Autoimmunitat (12-15)).
Daneben konnen autoreaktive T-Zellen direkt zur Initierung von Autoimmunerkrankungen
beitragen (11, 16).

1.2 Das Antiphospholipid-Syndrom
1.2.1 Definition

Das Antiphospholipid-Syndrom (APS) gehort zu den systemischen Autoimmunerkrankungen
des rheumatischen Formenkreises. Es ist durch rezidivierende vendse oder arterielle
Thrombosen und/oder Schwangerschaftskomplikationen charakterisiert, die mit einem

persistierenden Nachweis von Antiphospholipidantikorpern (aPL) assoziiert sind (17).

1.2.2 Epidemiologie
Die Inzidenz des APS liegt bei etwa 5 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen pro Jahr, die
Pravalenz bei 40-50 pro 100.000. Aufgrund einer vermuteten hohen Dunkelziffer sind die

tatsachlichen Werte unklar. Frauen sind haufiger betroffen als Manner (18, 19).

Das APS ist eine wesentliche Ursache erworbener Thrombophilien. Schatzungen zufolge ist
es bei Patient*innen unter 50 Jahren an etwa jedem sechsten Hirninfarkt, jedem neunten
Myokardinfarkt und jeder elften TVT beteiligt (20-22).

1.2.3 Unterteilungs- und Abgrenzungsmaoglichkeiten

1.2.3.1 Primares APS vs. sekundares APS

Es wird das primare vom sekundaren APS unterschieden. Das primare APS ftritt isoliert auf,
wahrend das sekundare APS in Kombination mit anderen Autoimmunerkrankungen, vor allem

mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) vorkommt (23-25).

1.2.3.2 Catastrophic APS (CAPS)

Katastrophales APS (Catastrophic Antiphospholipid Syndrome (CAPS)) ist eine seltene,
lebensbedrohliche Sonderform des APS mit rascher Progredienz und disseminierter
Thrombose, insbesondere der Mikrozirkulation (26). CAPS kann sich als komplexes Syndrom
prasentieren, bis hin zum multiplen Organversagen (27, 28). Betroffen sind v. a. Nieren ca.
74 %), Gehirn (ca. 56 %), Lunge (ca. 55 %) und Herz (ca. 53 % (28, 29)). Die Letalitat liegt
bei etwa einem Drittel der Falle (29). Das CAPS betrifft ca. 1 % der APS-Patient*innen (30).

1.2.3.3 Seronegatives APS (SN-APS)

Unter SN-APS versteht man Verlaufe mit klinischer Symptomatik, aber fehlendem Nachweis
klassischer aPL. Haufig sind non-criteria antibodies nachweisbar (31, 32). Ein wahrhaftig
seronegatives APS kann per definitionem nicht existieren, sofern die pathophysiologische

Relevanz der aPL als ursachlicher Faktor des APS vorausgesetzt wird.

9
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1.2.4 Symptomatik und Klinik

Hauptmanifestationen des APS sind rezidivierende venése und arterielle Thrombosen sowie
Schwangerschaftskomplikationen ((33), vgl. Abschnitt 1.2.1 Definition). Die grofte
Datengrundlage basiert auf einer 2002 von Cervera et al. durchgefihrten Studie, die die
klinischen Manifestationen von 1.000 Proband*innen mit APS analysierte (30). Generell lasst
sich sagen, dass Phlebothrombosen haufiger beobachtet werden als arterielle Okklusionen
(25). Tiefe Beinvenenthrombosen (TVT) stellen mit 31,7 % das haufigste Symptom eines APS
dar (siehe Tabelle 1 klinische Manifestationen von 1.000 APS-Patient*innen zum Zeitpunkt

des Ausbruches der Krankheit, vereinfacht nach Cervera et al. (30).

Tabelle 1 klinische Manifestationen von 1.000 APS-Patient*innen zum Zeitpunkt des Ausbruches der Krankheit,
vereinfacht nach Cervera et al. (30)

Klinische Manifestation Prozentualer Anteil der Patient*innen
Einige Patient*innen wiesen > 1 Symptom gleichzeitig auf
TVT 31,7
Thrombozytopenie (< 100.000 /ul) 21,9
Livedo racemosa 20,4
apoplektische Insulte 13,1
oberflachliche Thrombophlebitis 9,1
Lungenembolie (LAE) 9,0
Fehlgeburten 8,3
transitorische ischamische Attacke (TIA) 7,0
hamolytische Andmie 6,6
Hautgeschwire (Ulzerationen) 3,9

Das APS kann als erworbene autoimmunbedingte Thrombophilie eingeordnet werden (34).
Zusatzlich wurden sog. ,non-criteria"-Manifestationen beschrieben, die nicht allein durch
Hyperkoagulabilitat erklart werden konnen (siehe Tabelle 2 mdgliche ,non-criteria“-
Manifestationen des APS (24, 30, 32, 35, 36)).

Tabelle 2 mégliche ,non-criteria“~-Manifestationen des APS

Organ(system) ,non-criteria“-Manifestationen des APS

Nervensystem Demenz, unspezifische Epilepsie, Chorea, Myelitis, Multiple
sclerosis (MS)-like illness, Ataxie

Herz Libman-Sacks-Endokarditis

Blut Hamolytische Andmie

Nieren Chron. vaso-okklusive Lasionen: Atherosklerose, arterielle
fibrése Intimahyperplasie, glomerulare Ischamie, interstitielle
Fibrose

Lunge Alveolarfibrosierung, pulmonale Hypertonie

Schwangerschaftskomplikationen umfassen (Pra-)Eklampsie, Plazentainsuffizienz,

intrauterine Wachstumsrestriktion, Frihgeburten und gehaufte Fetalverluste (30, 37, 38).

10
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1.2.5 Forschungshistorie des APS

1983 wurde das APS erstmalig von Graham Hughes als eigenstandiges Krankheitsbild
beschrieben (39). Hughes konnte einen Zusammenhang zwischen den laborchemisch
nachgewiesenen aPL und den klinisch beobachteten Thrombosen und Aborten aufzeigen. Im
Folgenden werden die wichtigsten Entwicklungen des serologischen Antikérpernachweises

und der Kofaktoren dargestellt.

1.2.5.1 Forschungshistorie des serologischen Antikorpernachweises bei APS

Fur die Diagnostik des APS sind drei Antikdrper von zentraler Bedeutung: Anti-Cardiolipin-
Antikérper (aCL), Lupus-Antikoagulanz (LA) und Anti-B2-Glykoprotein | (aB2GPI).

1.2.5.1.1 Anti-Cardiolipin-Antikérper

Erste Hinweise auf aCL stammen aus der Syphilis-Diagnostik (sog. Wassermann-Reaktion,
1906 (40)). Das dabei verwendete Antigen wurde 1941 als Cardiolipin identifiziert, ein
Diphosphatidylglycerin der bakteriellen und mitochondrialen Membran (siehe 6.3.1

Weiterfiihrende Informationen zu der Forschungshistorie der aCL (22, 41, 42).

Antikdrper gegen Cardiolipin waren auch in Seren von Patient*innen nachweisbar, die nie an
einer Syphilis erkrankt waren (falsch-positive Testergebnisse (sog. BFP = biological false-
positive (22)). In dieser Patient*innenkohorte wurde eine hohe Korrelation mit verschiedenen
Autoimmunkrankheiten, darunter SLE, festgestellt (43). Man schlussfolgerte, dass BFP

Wassermann-Reaktionen mit Autoimmunitat assoziiert sein kdnnten (22).

1.2.5.1.2 Lupus-Antikoagulanz

Seit den 1950er-Jahren wurde wiederholt ein paradoxes Phanomen beschrieben:
Patient*innen zeigten in vitro eine verlangerte Gerinnungszeit, entwickelten jedoch in vivo
thrombotische Ereignisse, teils mit letalem Verlauf (22). Zunachst wurde ein ,circulating
anticoagulant" vermutet, bis spater IgG- und IgM-Antikérper identifiziert wurden, die
Phospholipide binden und dadurch Gerinnungstests beeinflussen (44-46). Der Begriff ,Lupus-
Antikoagulanz" wurde 1972 gepragt (vertiefend siehe 6.3.2 WeiterflUhrende Informationen zu
der Forschungshistorie des LA (47)).

1.2.5.1.3 Anti-B2GPI

Urspringlich wurde angenommen, dass alle aPL direkt an anionische Phospholipide binden.
Untersuchungen von McNeil et al. zeigten jedoch, dass eine messbare Interaktion im enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) erst nach Zugabe von Serum- oder Plasmaproteinen
nachweisbar war (48). Dies flhrte zu der Hypothese, dass bestimmte Plasmaproteine als sog.
Kofaktoren fur die Bindung erforderlich sind (vertiefend siehe 6.3.3 WeiterflUhrende

Informationen zu der Forschungshistorie der af2GPI). Als wichtigster Kandidat wurde p2-

11
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Glykoprotein | (B2GPI) identifiziert, das seither als zentrales Antigen in diesem Kontext
betrachtet wird und die Antikérpersubgruppe der sog. kofaktorabhangigen aCL definierte (49,
50). In weiteren Arbeiten wurden auch Antikérper direkt gegen B2GPI (aB2GPI) nachgewiesen
(51).

1.2.5.1.4 Non-criteria antibodies

Zusatzlich wurden weitere Antikérper beschrieben, darunter IgA-Isotypen der sog. criteria
antibodies sowie Antikdrper gegen Annexin A5, Prothrombin oder Phosphatidylserin (52-55).
Ihre pathophysiologische Bedeutung ist Gegenstand aktueller Forschung (52, 56-59). Die
Tabelle 3 Auswahl verschiedener sog. "non-criteria" APS-Antibodies soll einen vereinfachten

Uberblick Uber einige der bekannten sog. ,non-criteria“ antibodies geben.

Tabelle 3 Auswahl verschiedener sog. "non-criteria” APS-Antibodies

Abkiirzung Bezeichnung Klinische Assoziation u. a. Quellen
aANX bzw. | Annexin A5-Antikérper | Thrombosen, (60-63)
aA5 Schwangerschaftskomplikationen
aPS/PT Antiphosphatidylserine/ | Thrombosen, (62, 64-66)
prothrombin-AKs Schwangerschaftskomplikationen
aPS Antiphosphatidylserine- | Fetaltod, prothrombotisch (67, 68)
AKs
aPA Antiphosphatidsaure- Fetaltod (69)
AKs
aPl Antihosphatidylinositol- | Fetaltod (63)
AKs
AVA/CL | Antivimentin/Cardiolipin- | arterielle Thrombosen (70-72)
Komplex-AKs

1.2.5.2 Forschungshistorie der sog. Kofaktoren des APS

Seit den 1990er-Jahren gilt B2GPI als zentraler Kofaktor in der Pathogenese des APS (48,
50). Weitere mit dem APS-assoziierte sog. Kofaktoren sind bspw. Prothrombin, Anexin Il und
Anexin V. B2GPI wurde erstmals 1961 beschrieben (73). Uber die Funktion von B2GPI ist
heute Uber 60 Jahre spater wenig bekannt. Bereits 1968 wurden erstmals Personen mit einem
B2GPI-Mangel beschrieben. Dieser Mangel schien allerdings nicht mit gesundheitlichen

Folgen flr diese Personen einherzugehen (74).

Ein Grolteil der bisherigen Erkenntnisse existiert bislang nur in vitro, wahrend der in vivo
Nachweis noch aussteht. Es werden sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf die
Gerinnung vermutet. Zur weiteren Darstellung wird u. a. auf die Quellen (75-81) sowie das

Unterkapitel 6.5 Weiterfuhrende Informationen zu 2GPI verwiesen.
1.2.6 Diagnostik

Die Diagnosestellung des APS gelingt durch ein duales System aus charakteristischer Klinik

und dem Vorliegen eines typischen Antikérperprofils.

12
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1.2.6.1 Klassifizierungskriterien

Bereits 1998 wurden die vorlaufigen Klassifizierungskriterien des APS wahrend des Eighth
International Symposium on Antiphospholipid Antibodies in Sapporo, Japan, festgelegt (82).
Eine Uberarbeitung dieser Sapporo-Kriterien erfolgte etwa acht Jahre spater im Rahmen des
Eleventh International Congress on antiphospholipid antibodies in Sydney, Australien (33).
2023 folgte eine erneute Revision durch das American College of Rheumatology (ACR) bzw.
die European League Against Rheumatism (EULAR). Basis dieser Revision stellte eine
internationale Kohorte von rund 900 APS-Patient*innen dar (17). Anders als die Sapporo-
/Sydney-Kriterien verfolgen die ACR/EULAR-Kriterien ein streng auf Spezifitdt ausgerichtetes
System. Diese Schwerpunktsetzung verbessert die Vergleichbarkeit von Studienkohorten,
geht jedoch mit einer reduzierten Sensitivitat einher. Das Nichterfullen der Kriterien schlief3t
die Diagnose APS daher nicht aus, fihrt aber in der Regel zum Ausschluss aus klinischen
Studien.

Wie ihre Vorganger beruhen auch die ACR/EULAR-Kriterien auf einem dualen System aus
klinischen und laborchemischen Manifestationen. Neu ist die risikostratifizierte, gewichtete und
hierarchisch geclusterte Struktur (17). Das Verfahren erfolgt zweistufig: Zunachst muissen
Eingangskriterien erflllt sein. AnschlielRend erfolgt eine gewichtete Analyse, bei der klinische
und laborchemische Kriterien in acht Domanen zusammengeflihrt werden. Die Diagnose APS
gilt als gesichert, wenn sowohl die klinischen (Doméanen 1-6) als auch die laborchemischen
Kriterien (Domanen 7-8) jeweils mindestens drei Punkte erreichen (siehe Abbildung 3
Flussdiagramm (Work flow) zur Diagnosestellung des APS, vereinfacht nach Barbhaiya et al.
(17) sowie Tabelle 4 sowie Tabelle 5 additiv gewichtete laborchemische Kriterien zur
Diagnosestellung des APS: Insgesamt acht Domanen, die in sechs klinische und zwei

labortechnische Bereiche unterteilt sind. Vereinfacht nach Barbhaiya et al. (17) (83)).

13
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Eingangskriterien erfiillt?
mind. 1 klinisches Kriterium dokumentiert
und
mind. 1 laborchemisches Kriterium erfillt

I I

Ja Nein
Additive Analyse
anhand der Kein APS
Gewichtung der
Tabelle 4 I
mind. 3 klinische ]
Klassifizierungspunkte Nein
und
mind. 3 laborchemische
Klassifizierungspunkte
l Diagnose-
stellung:
Ja T
APS

Abbildung 3 Flussdiagramm (Work flow) zur Diagnosestellung des APS, vereinfacht nach Barbhaiya et al. (17)
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Tabelle 4 additiv gewichtete klinische Kriterien zur Diagnosestellung des APS: Insgesamt acht Doménen, die in
sechs klinische und zwei labortechnische Bereiche unterteilt sind. Vereinfacht nach Barbhaiya et al. (17)

Klinische Kriterien

Pro Unterkategorie darf nur ein Kriterium addiert werden (es ist die hdhere Wertung zu wahlen).
Klinische Manifestationen, denen eine andere Atiologie als das APS mind. genauso wahrscheinlich zugrunde liegen kdnnten, diirfen nicht
gewichtet werden.

Klinische Ge-

Unter- Kriterium/Manifestation wichtung

kategorie In Summe mind.

3 Punkte

1. Venos- Z.n. venoser Thrombose bei gleichzeitigem thrombotischen 1

makro- Hochrisikoprofil®

vaskular Z.n. venoser Thrombose ohne gleichzeitigem Vorliegen eines 3
thrombotischen Hochrisikoprofils®

2. Arteriell- | Z.n. arterieller Thrombose bei gleichzeitigem thrombotischen 2

makro- Hochrisikoprofil®

vaskular Z.n. arterieller Thrombose ohne gleichzeitigem Vorliegen 5
eines thrombotischen Hochrisikoprofils®

3. Mikro- V.a. mind. eine der klinischen Manifestationen: 2

vaskular o Livedo racemosa (klinisch)

o Livediodpathologische Hautlasionen (klinisch)
o Akute o. chron. aPL-Nephropathie (klinisch o.
laborchemisch)
Pulmonale hamorrhagische Diathese (klinisch o. in der
Bildgebung)

Gesicherter Z.n. mind. einer der klinischen Manifestationen: 4
o Livediode Vaskulopathie (pathologisch gesichert)
o Akute o. chron. aPL-Nephropathie (pathologisch
gesichert)
o Pulmonale hamorrhagische Diathese (mittels
bronchoalveolare Lavage (BAL) oder pathologisch

gesichert)
o Myokardiopathie (pathologisch gesichert o. typische
Bildgebung)
Adrenale Hamorrhagie (pathologisch gesichert o. typische
Bildgebung)
4. Herz- Verdickung 2
klappen Vegetation
5. Mind. 3 spontane, aufeinanderfolgende 1
Schwanger- | Schwangerschaftsabbriiche vor der 16. SSW
schaft Spontane Schwangerschaftsabbriche zwischen der 16. und 1

vor der 34. SSW ohne Hinweise auf eine schwere
Praeklampsie oder einer schwerwiegenden
Plazentainsuffizienz

Schwerwiegende Praeklampsie (nach der 34. SSW) oder 3
eine schwerwiegende Plazentainsuffizienz mit/ohne Fetaltod
Schwerwiegende Praeklampsie (nach der 34. SSW) und eine 4
schwerwiegende Plazentainsuffizienz mit/ohne Fetaltod

6 Thrombozythopenie (20-130x10%L) 2

Hamatologie

(a) Zur detaillierten Risikostratifizieriung wird auf die Primarquelle (17) verwiesen.
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Tabelle 5 additiv gewichtete laborchemische Kriterien zur Diagnosestellung des APS: Insgesamt acht Doménen,
die in sechs klinische und zwei labortechnische Bereiche unterteilt sind. Vereinfacht nach Barbhaiya et al. (17)

Laborchemische Kriterien
Pro Unterkategorie kann nur ein Kriterium addiert werden.
Labor- Ge-
chemische Antikorpertiter wichtung
Unter- In Summe mind.
3 Punkte
kategorie
7. LA- Funktioneller, Einmaliger LA-Nachweis 1
Nachweis hamatologischer Persistierender LA-Nachweis®
(gerinnungsbasierter)
LA-Assay
8. aCL- bzw. | ELISA-basierter Moderat® oder hochpositiver© 1
ap.GPI- persistierender® IgM-Titer (aCL und/o. aB.GPI)
Nachweis Antikorpernachweis Moderat® positiver IgG-Titer (aCL 4
und/oder aB,GPI)©
Hochpositiver© IgG-Titer (aCL oder 5
aB.GPI)
Hochpositiver© IgG-Titer (aCL und 7
aB.GPI)

(a) mind. 12 Wochen zwischen den aufeinanderfolgenden Nachweisen (b) moderat positiv entspricht einer Range
zwischen 40-79 Units (c) hochpositive Titer ab einem Wert > 80 Units (d) bei zwei aufeinanderfolgenden
Testverfahren mit einmalig moderat und einmalig hochpositiven AK-Titer soll eine Zuordnung zu der Kategorie
»,moderat positiv* erfolgen

Fir das CAPS, die seltene, lebensbedrohliche Unterform des APS, wurden 2002 vorlaufige
Klassifikationskriterien beschrieben (70th International Congress on aPL in Taormina, Italien
(84)). Die Diagnose setzt die Erflllung aller vier Kriterien voraus (siehe Tabelle 6 Tabelle 6:
vorlaufige Klassifikationskriterien des CAPS, 2002, Taormina. Vereinfacht nach Asherson et
al. (84)). Bei Teilerflllung kann eine hohe Wahrscheinlichkeit fir CAPS angenommen werden
(84). 2018 wurden die Kriterien mithilfe der GRADE (Grading Recommendations Assessment,
Development and Evaluation) -Methodik in diagnostische Leitlinien tGberfuhrt (27, 85).

Tabelle 6: vorldufige Klassifikationskriterien des CAPS, 2002, Taormina. Vereinfacht nach Asherson et al. (84)

Klassifikationskriterien fir das CAPS
1. Belege fur die Beteiligung von mind. drei Organen, Systemen und/oder Geweben
2. Gleichzeitige Entwicklung der Manifestationen oder Entwicklung in unter einer
Woche
3. Histopathologische Bestatigung von Verschlissen kleiner GefalRe in mind. einem
Organ oder Gewebe
4. Nachweis von aPL (LA und/oder aCL bzw. a2GPI)

1.2.6.2 Das APS im ICD-10 und im ICD-11

In der International Classification of Diseases (ICD)-10 war APS den ,Sonstigen
Thrombophilien" (D68.6) zugeordnet (86). Seit der ICD-11 (Einfihrung 2022) wird es als ,Non-
organ-specific systemic autoimmune disorder" (4A45) geflhrt (87). Damit erfolgt eine
Abgrenzung von organspezifischen Autoimmunerkrankungen; APS und Vaskulitiden sind nun

eigenstandige Kategorien innerhalb der ,Diseases of the immune system".
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1.2.6.3 Maoglichkeiten der Antikérperdiagnostik

Da eine der beiden Saulen der Klassifikationskriterien des APS auf der Persistenz von aCL,
LA und/oder aB2GPI ful’t (entsprechend 1.2.6.1 Klassifizierungskriterien), ist eine korrekte
Bestimmung der aPL essenziell (33, 88). Nachfolgend wird auf die aktuellen ACR/EULAR-
Empfehlungen eingegangen (17).

1.2.6.3.1 Lupus-Antikoagulans-Nachweis

Die International Society of Thrombosis and Hemostatsis (ISTH) empfiehlt fir den Nachweis
von LA zwei Screening-Systeme in einem dreistufigen Verfahren (Screening - Mischstudie -
Bestatigung). Ein positives Ergebnis erfordert in mindestens einem Testsystem die Positivitat
aller drei Schritte (17, 89). Aufgrund der Heterogenitat von LA ist ein einzelner Screening-Test
nicht ausreichend sensitiv (90). Empfohlen werden dRVVT und aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT), letztere idealerweise mit Phospholipid- und Silika-Aktivatoren. Die

Blutabnahme sollte vor Beginn einer Antikoagulation erfolgen (90).

Die funktionelle LA-Testung ist stéranfallig. Antikoagulation, erhdhte Akute-Phase-Proteine

(bspw. Faktor VIII, CRP) und Schwangerschaft konnen die Ergebnisse erheblich beeinflussen.

1.2.6.3.2 Anti-Cardiolipin-Antikérper-Nachweis

Die neuen ACR/EULAR Kriterien empfehlen zur Bestimmung von aCL sog. Festphasen-
Immunassays (17, 88, 91). Alternative Methoden wie Durchflusszytometrie,
Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA), Multiplex-Flow-Immunoassay (MFI) oder Assays
mit variierter fester Phase werden nicht mehr bertcksichtigt. Fir die Klassifikationskriterien

sind ausschlieRlich standardisierte ELISA-basierte Verfahren zugelassen.

1.2.6.3.3 Anti-B2GPI-Antikérper-Nachweis

Wie auch flr aCL stehen kommerziell erhaltliche ELISA-Kits zur a2GPIl-Detektion zur
Verfugung (88). Ein Nachweis in flussiger Phase ist aufgrund sterischer Eigenschaften des
B2GPI-Molekdls nicht mdglich (92).

Auch hier gilt, dass alternative Testverfahren (Durchflusszytometrie, CLIA, MFI, Variationen
der festen Phase) laut den aktuellen Empfehlungen nicht mehr in die Diagnosestellung
einbezogen werden sollten (17, 93). Diese Einschrankung ist umstritten, da eine erhebliche
Intra- und Inter-Assay- sowie Inter-Labor-Variabilitdt zwischen ELISA-Kits beschrieben ist.
Beflrchtet wird eine Einschrankung der Sensitivitat (94-99). Eine detaillierte Analyse erfolgt in
Kapitel 4.3 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme.
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1.2.6.4 Proteinaffinitatschromatografie und B2GPI

Frihere Studien nutzten Affinitatschromatografie zur Reduktion der aPL-Heterogenitat und um
eine Fokussierung auf aCL zu ermoglichen (48, 50). Es gibt Hinweise darauf, dass B2GPI in
der Lage ist, diesen Reinigungsprozess zu beeinflussen. Daher werden im Folgenden

Chromatografieverfahren und die molekulare Struktur von B2GPI dargestellt.

Die Proteinaffinitdtschromatografie basiert auf einer inerten Matrix (z. B. Dextran, Agarose)
und einem Liganden (100). Zielmolekule binden spezifisch, unerwunschte Proteine werden
ausgewaschen. Anschlieliend wird das zu isolierende Molekil mittels Elution aus der Saule
geldst, wodurch die Aufreinigung abgeschlossen ist. Ein gangiger Ligand zur Aufreinigung von
Ig, insbesondere IgG, ist Protein A (101-104).

B2GPI ist ein anionisches, phospolipidbindendes, glykiertes Serumprotein, das strukturell in
funf sog. Complement Control Protein (CCP)-Domanen organisiert ist (105). Es liegt
Uberwiegend in einer geschlossenen zirkuldren Konformation vor. Nach Kontakt mit

anionischen Oberflachen wechselt es in die offene sog. ,Hockeyschlager"-Konformation (106).

Closed conformation Cpen conformation
Antibody-binding site
Dg Dy, Rag, Gyp, Ry

Antibodies
Anionic phospholipids

LPS-binding site —* v
Antibody-binding site | \ Phospholipid- A, FWKTOAq

\ binding site
Phospholipid-binding site

LPS-binding site
5-binding site KogaNKEKK 47

Abbildung 4 Konformation und Bindungsstellen von B2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, [32-
Glycoprotein I: evolution, structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7,
2011, Pages 1275-1284, ISSN 1538-7836

Da p2GPlI mit Phospholipiden interagiert, kdénnen konkurrierende Bindungen die
Zusammensetzung von Aufreinigungsprodukten verandern. Dies wird in Kapitel 1.2.7.3
Affinitatsaufreinigung als Ursache einer moglichen Proben- bzw. Ergebnisverfalschung vertieft

dargestellt.

1.2.7 Sog. Kofaktorabhangigkeit: Moégliche Mechanismen und deren Evidenz

Forschung und klinische Praxis konzentrieren sich bislang vor allem auf sog.
kofaktorabhangige aCL und aB2GPI, wahrend andere Subgruppen weniger Beachtung finden.
Diese Schwerpunktsetzung pragt das derzeitige Verstandnis des APS, hat aber auch
Konsequenzen fur Diagnostik und Therapie. Vor diesem Hintergrund ist eine kritische Analyse
der postulierten Kofaktorabhangigkeit erforderlich. Thematisch wird nachfolgend auf die drei
AK-Gruppen eingegangen, die in der Tabelle 7 Fur die Thematik der sog. Kofaktorabhangigkeit

relevanten Antikdrperuntergruppen Ubersichtlich zusammengefasst werden.
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Tabelle 7 Fiir die Thematik der sog. Kofaktorabhdngigkeit relevanten Antikérperuntergruppen

Antikorper-Gruppe Kofaktor | In den nachfolgenden Abb. 5, 6, 8 und 9
schematisch dargestellt als:

Kofaktorunabhangige aCL -
——

Kofaktorabhangige aCL B2GPI

aB2GPI _

1.2.7.1 Hintergrund der sog. Kofaktorabhangigkeit

Der Begriff ,Kofaktorabhangigkeit® impliziert, dass B2GPI nicht als eigenstandiges Epitop
fungiert, sondern die Bindung von aCL an ihr Epitop erst ermoglicht. (107). McNeil und Galli
et al. zeigten, dass APS-Seren ohne zusatzliche Serumproteine keine Bindung an Cardiolipin
aufwiesen, wohl aber nach Zugabe von B2GPI (siehe 6.4 Weiterfuhrende Informationen zur
historischen Begriindung des Konzepts der sog. Kofaktorabhangigkeit von aCL (48, 50). Diese
Beobachtung begriindete die Hypothese einer kofaktorabhangigen aCL-Aktivitat.

Diesbeziglich existieren drei Erklarungsmodelle die nachfolgend vorgestellt werden (siehe
Abbildung 5 Mdglichkeiten der Funktion von B2GPI bei sog. kofaktorabhangigen aCL).
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Cardiolipin

Cardiolipin Cardiolipin

Protein-Lipid-Bindung Lipid-Bindung Protein-Bindung
Abbildung 5 Méglichkeiten der Funktion von B2GPI bei sog. kofaktorabhédngigen aCL

Dargestellt wird in der oberen Bildhélfte die geschlossene, zirkuldre Konforamtion von B2GPI und in der unteren
Bildhélfte (A1-C2) die offene, sog. ,Hockeyschldger‘-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation
und Bindungsstellen von B2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, B2-Glycoprotein I: evolution,
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284, ISSN
15638-7836). B2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberflédchen von der zirkuldren Form in die offene Form.

1.2.7.1.1 Protein-Lipid-Bindung: Das Fusionsepitop

B2GPI bindet an Phospholipide (A1 aus Abbildung 5). Dies lasst sich aufgrund der Polaritat

der beiden Molekile erklaren (siehe 1.2.6.4 Proteinaffinitdtschromatografie und B2GPI). Erst
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das Aufeinandertreffen von Protein (32GPI) und Lipid (bspw. Cardiolipin) soll laut diesem
Modell ein Epitop fir aCL generieren (siehe A2 in Abbildung 5). Zwar ist die B2GPI-
Phospholipid-Affinitdt gut dokumentiert (81, 108-114), ein entsprechendes Fusionsepitop

wurde bislang jedoch nicht nachgewiesen.

1.2.7.1.2 Lipid-Bindung nach Konformationsanderung

Die Interaktion von B2GPI mit Phospholipiden (B1 in Abbildung 5) induziert eine strukturelle
Veranderung, die ein Epitop freilegt (B2 in Abbildung 5). Bisher fehlt jeder experimentelle

Nachweis fiir eine solche B2GPI-abhangige Konformationsanderung.

1.2.7.1.3 Protein-Bindung

Das Modell der Proteinbindung impliziert, dass B2GPI nach Bindung an das Phospholipid (C1
in Abbildung 5) selbst als Epitop fungiert (C2 in Abbildung 5). Die als ,kofaktorabhangige aCL*
beschriebenen Antikorper waren in diesem Fall tatsachlich aB2GPI (siehe Farbcodierung
entsprechend der Tabelle 7 Fir die Thematik der sog. Kofaktorabhangigkeit relevanten
Antikérperuntergruppen). Diese Hypothese wird durch mehrere Studien unterstitzt, u. a. durch
Blot-Experimente, in denen Antikérper nur in Anwesenheit von B2GPI nachweisbar waren
(107, 115-117).

1.2.7.2 Validitat bzw. Problematik des Konzepts der sog. Kofaktorabhangigkeit

Von den beschriebenen Modellen zur Antikérperbindung ist bisher ausschlief3lich die Protein-
Bindungshypothese durch experimentelle Daten gestitzt (117). B2GPI wirkt damit nicht als
Kofaktor im engeren biochemischen Sinn, sondern stellt ein Epitop dar (C2). Die postulierte
Unterteilung in ,kofaktorabhangige" und ,kofaktorunabhangige" aCL erscheint daher
problematisch. Fir eine echte sog. Kofaktorabhangigkeit existiert bislang weder ein

experimenteller Nachweis noch ein biochemisch schlissiges Konzept (107).

1.2.7.3 Affinitdtsaufreinigung als Ursache einer moglichen Proben- bzw.

Ergebnisverfalschung

Sowohl McNeil et al. als auch Galli et al. verwendeten im Rahmen ihres Versuchsaufbaus
affinitdtsaufgereinigtes Ig. Das Prinzip dieses Laborverfahrens wurde bereits in dem Abschnitt
1.2.6.4 Proteinaffinitdtschromatografie und B2GPl beschrieben (siehe vertiefend 6.4
Weiterflhrende Informationen zur historischen Begrindung des Konzepts der sog.
Kofaktorabhangigkeit von aCL). Neben den aCL kdnnen im Rahmen der Aufreinigung
womd@glich auch B2GPI und ap2GPI erfasst werden. Wie in 1.2.7.1.3 Protein-Bindung
beschrieben, erklart sich dies durch die Bindungseigenschaften von f2GPI, das zugleich als
Ligand fur aB2GPI fungiert. Folglich kénnen aCL, B2GPl und aB2GPl wahrend der
Affinitatsaufreinigung in der Saule zurickgehalten und im Eluat nachgewiesen werden

(veranschaulicht in Abbildung 6 mogliche Kontaminationsquelle im Rahmen der
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Affinitatsaufreinigung und in 6.4 Weiterfihrende Informationen zur historischen Begriindung

des Konzepts der sog. Kofaktorabhangigkeit von aCL).

A aCL O B2GPI
> &
© ®
= ®™ —
Q] C] aR2GPI
° [ /|
© ®

bspw. Cardiolipin oder
Phosphatidylserin

C——
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@

Abbildung 6 mégliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitdtsaufreinigung
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Dargestellt wird in der oberen Bildhélfte die geschlossene, zirkuldre Konforamtion von B2GPI und in der unteren
Bildhélfte (A1-C2) die offene, sog. ,Hockeyschldger‘-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation
und Bindungsstellen von B2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, B2-Glycoprotein I: evolution,
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284, ISSN
15638-7836). B2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberfldchen von der zirkuldren Form in die offene Form.
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Diese Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass auch McNeil et al. 1990 in ihrem Eluat mittels
SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) -Analyse den
sog. Kofaktor f2GPI nachweisen konnten (48), siehe Abbildung 7 Eluat-Analyse, Bildquelle:
McNeil HP, Simpson RJ, Chesterman CN, Krilis SA. Anti-phospholipid antibodies are directed
against a complex antigen that includes a lipid-binding inhibitor of coagulation: beta 2-

glycoprotein | (apolipoprotein H). Proc Natl A).

kDa &
200 -

116 -
o7 = i -

-

.-

1 2

Fic. 4. SDS/PAGE on a 5-15% linear gradient gel under nonre-
ducing conditions stained with Coomassie blue. Lane 1, eluant from
CL affinity column chromatography of aCL antibody-positive
plasma containing a broad band of IgG aCL (150 kDa) and cofactor
(50 kDa). Lane 2, purified cofactor obtained from normal plasma
following sequential CL affinity, gel filtration (Fig. 2), and cation-
exchange chromatography (Fig. 3).

Abbildung 7 Eluat-Analyse, Bildquelle: McNeil HP, Simpson RJ, Chesterman CN, Krilis SA. Anti-phospholipid
antibodies are directed against a complex antigen that includes a lipid-binding inhibitor of coagulation: beta 2-
glycoprotein | (apolipoprotein H). Proc Natl A

1.2.7.4 Effekt von Hinzugabe bzw. Ausschluss von sog. Kofaktoren auf den aCL-ELISA

Mit dem Wissen aus Kapitel 1.2.7.3 Affinitdtsaufreinigung als Ursache einer moglichen
Proben- bzw. Ergebnisverfalschung lasst sich der nachste Schritt der méglichen weiteren

Ergebnisverfalschung nachvollziehen.
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In ELISA-Experimenten ohne Zusatz von Serumproteinen wurde eine Bindung lediglich fir
Lipid-bindende aCL beobachtet, nicht jedoch fir aB2GPI (siehe Abbildung 8 Cardiolipin-
ELISA unter Ausschluss von 2GPI). Nach Hinzugabe von Serum konnte B2GPI an die mit
Cardiolipin beschichtete Oberflache binden und diente dadurch selbst als Epitop fiir aB2GPI
(siehe Abbildung 9 Cardiolipin-ELISA in Anwesenheit von B2GPI). Auf diese Weise entstand

ein indirektes Bindungssignal, das im Testsystem messbar war.

A ‘ Unter Ausschluss von B2GPI

\‘ aCL

A\

[ X

Abbildung 8 Cardiolipin-ELISA unter Ausschluss von B2GPI

Feste Phase
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| Vorhandensein von B2GPI als sog. ,,Kofaktor*

5
>

| Feste Phase

Abbildung 9 Cardiolipin-ELISA in Anwesenheit von B2GPI

Dargestellt wird in der oberen Bildhélfte die geschlossene, zirkuldre Konforamtion von B2GPI und in der unteren
Bildhélfte (A1-C2) die offene, sog. ,Hockeyschldger*“-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation
und Bindungsstellen von B2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, B2-Glycoprotein I: evolution,
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284,
ISSN 1538-7836). B2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberfldchen von der zirkuldren Form in die
offene Form.

1.2.7.5 Studienlage zur sog. Kofaktorabhangigkeit

Die Arbeiten von Galli et al. und McNeil et al. aus dem Jahr 1990 stellten die Grundlage fur die
Annahme einer sog. Kofaktorabhangigkeit dar (48, 50). Beide Untersuchungen basierten
jedoch auf einer sehr geringen Probenzahl (jeweils zwei Patient*innen). Angaben zu den
exakten Antikdrpermustern der untersuchten Seren liegen nicht vor. Ob in diesen Proben eine

Dominanz von aB2GPI vorlag, I&sst sich daher retrospektiv nicht beurteilen.

1.2.8 Pathophysiologie

Antikérper bei antikdrpervermittelten Autoimmunkrankheiten lassen sich grundsatzlich in zwei
Gruppen unterteilen: In solche mit ausschliel3lich diagnostischem Wert und solche mit
pathophysiologischer Relevanz. Diese Unterscheidung ist jedoch nicht strikt, sondern dient
eher der Vereinfachung. Ein bekanntes Beispiel fir Antikdrper mit primar diagnostischem Wert
sind die sog. antinukledren Antikdrper (ANAs) bei SLE (118, 119). Antikérper, die
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insbesondere pathophysiologisch relevant sind, finden sich bspw. bei Morbus Basedow (120,
121) und Myasthenia gravis (122).

Bereits in den 1980er-Jahren konnte im Tiermodell durch den Transfer von aPL das APS
induziert werden (123-127). Seither gilt die mechanistische Beteiligung der aPL an der
Pathophysiologie des Krankheitsbildes als etablierter Konsens. Dennoch bleibt der genaue
Mechanismus weitgehend ungeklart. Es existieren zahlreiche Theorien, Erklarungsansatze
und Forschungshinweise, die so heterogen sind wie die Gruppe der aPL selbst. Im Folgenden
werden einige dieser Theorien prasentiert. Es wird kein Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben.
Zur Wahrung der Ubersichtlichkeit erfolgt die Gliederung der Thematik anhand der im Kapitel
1.1.1 Das Immunsystem dargestellten Unterteilung des Immunsystems in zellulare und

humorale Komponenten.

1.2.8.1 Zellulare Mechanismen der Pathophysiologie

Aus der Untergruppe der sog. APCs sind insbesondere die dendritischen Zellen und die
Monozyten in die Pathophysiologie des APS involviert. Weitere beteiligte Zelltypen umfassen
insbesondere Thrombozyten, Trophoblasten, Endothelzellen und neutrophile Granulozyten.
Die aPL tragen durch die Aktivierung dieser Immunzellen zu einer proinflammatorischen bzw.

prokoagulanten Imbalance bei (128-130).

1.2.8.1.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen kénnen in verschiedene Subgruppen unterteilt werden (siehe Abbildung 1
Komponenten des angeborenen Immunsystems sowie Tabelle 8 Vereinfachte Ubersicht der
Subgruppen dendritischer Zellen). Nachfolgend wird ausschlieRlich auf die plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) eingegangen. Diese Zellpopulation zirkuliert im Blut sowie in den

Lymphorganen der Peripherie (131).
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Tabelle 8 Vereinfachte Ubersicht der Subgruppen dendritischer Zellen

Subgruppe

Vorwiegende
Lokalisation

Vorwiegende Funktion

dendr. Zellen,

gebiete (akut u.
chron.)

Follikulare dendr. | Prim.- u. Sek.- Zytokinproduktion (insb. zur B-Lymphozyten-

Zellen Lymphfollikel Steuerung), unverarbeitete Ag-Prasentation u. a.
uber Ag-AK-Komplexe

Inflammatorische | Entzindungs- Nach Phagozytose Migration in lympath. Organe

und Ag-Prasentation (insb. T-Lymphozyten)

Interdigitierende
dendr. Zellen

Ubiquitar, insb. in
LKs

Ag-Prasentation, bes. wichtig fur naive T-Zellen,
insb. virale Ag-Prasentation

Interstitielle Interstitium u. a. beteiligt an AbstoRungsreaktion allogener

dendr. Zellen (Organ-)Transplantationen

Langerhans- Epidermis, prim. inaktiv; Aktivierung durch Ag-Kontakt,

Zellen Schleimhaute daraufhin Migration in regionare LK und Ag-
Prasentation (insb. T-Lymphozyten)

Plasmazytoide Blut, periph. Nach TLR-Aktivierung: Ausschuttung v. a. IFN-a

dendr. Zellen Lymphorgane und -B mittels Hochregulierung u. a. sog. Interferon

alpha (coding) genes (IFNAs)

Quellen

(6, 132-140)

pDCs exprimieren

in ihren Endosomen TLR, genauer TLR-7 und TLR-9 (141). Beide

Rezeptoren dienen der intrazellularen Detektion von Nukleinsauren, wobei TLR-7 spezifisch

fur einzelstrangige RNA (ssRNA — single stranded ribonucleic acid) und TLR-9 spezifisch fiir

einzelstrangige DNA (ssDNA - single stranded desoxyribonucleic acid) ist. Virale Genome

bestehen haufig aus ssRNA, ssDNA und dsRNA (double stranded desoxyribonucleic acid),

wodurch die TLR die pDC befahigen, Virusinfektionen auf zellularer Ebene zu erkennen. Die

Bindung aktiviert pDCs und fuhrt zur Sekretion groRer Mengen an Typ-I-Interferonen (IFN),

insbesondere IFN-a und IFN-B (142-145). IFN verstarken Uber parakrine und autokrine

Signalwege die Expression antiviraler Proteine, major histocompatibility complex (MHC)-

Klasse-I-Molekile und Proteasomen, wodurch infizierte Zellen effizienter von T-Lymphozyten
erkannt werden (146-149). Zudem werden NK-Zellen aktiviert (150).
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Autoimmunity, APS, lupus erythematosus : Thrombosis, pregnancy morbidity
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Abbildung 10 aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N. Miiller-Calleja et al.
Lipid presentation by the protein C receptor links coagulation with autoimmunity. Science371, eabc0956 (2021)

Muller-Calleja et al. zeigten, dass aPL pDCs uUber den endothelialen Protein-C-Rezeptor
(EPCR) aktivieren koénnen, wenn dieser in Komplex mit Lysobisphosphatidsdure (LBPA)
vorliegt (151). aPL binden den EPCR/LBPA-Komplex, der daraufhin in Endosomen
internalisiert wird und als Vehikel fir den Transport der Antikorper dient (151, 152). In der
Folge werden pDCs durch aPL aktiviert und tragen so zur proinflammatorischen und

prokoagulanten Imbalance beim APS bei (128).

Ein zentraler Mechanismus ist die Aktivierung der endosomalen NADPH-Oxidase (NOX).
Diese induziert die Translokation von TLR-7 und TLR-9 aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) in Endosomen und steigert die Empfindlichkeit der pDCs gegenuber
entsprechenden Liganden (128, 153).

!

Es entsteht Wasserstoffperoxid (H202), das NF-«kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer
of activated B-cells) aktiviert und eine vermehrte Expression proinflammatorischer Gene,
einschliellich Tissue Factor (TF) und TLR, ausldst (107, 128, 151, 154). Dies resultiert in einer
verstarkten IFN-a-Produktion (128, 155).

Die erhohte IFN-a-Ausschuttung fuhrt zu einer Aktivierung von B1a-Zellen, die ihrerseits aPL
produzieren. Dadurch entsteht ein  Verstarkungszyklus aus pDC-Aktivierung,
Interferonfreisetzung und erneuter aPL-Produktion (151, 156-158). Die Hochregulation von
TLR, insbesondere TLR-7, kdnnte somit zur Persistenz von aPL beitragen und die Entwicklung
des APS begunstigen (8, 128, 151, 159-162). Studien deuten darauf hin, dass die Retention
von TLR im ER normalerweise eine Schutzfunktion vor Autoimmunreaktionen erflllt. aPL

kénnen diesen Mechanismus der Selbsttoleranz stéren (128, 151, 155, 161-168).
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Eine anschauliche Zusammenfassung der oben genannten mechanistischen
Zusammenhange der EPCR/LBPA/aPL-initiierten Signalkaskade bietet die linke Bildhalfte der
Abbildung 10 aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N.
Mdller-Calleja et al. Lipid presentation by the protein C receptor links coagulation with
autoimmunity. Science371, eabc0956 (2021).

1.2.8.1.2 Monozyten

Monozyten entstehen aus myeloiden Vorlauferzellen, zirkulieren wenige Tage im Blut und
differenzieren zu gewebsstandigen Makrophagen oder dendritischen Zellen (169, 170). Sie
exprimieren verschiedene PRRs, darunter TLR, und sind nach Aktivierung zur Sekretion
proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, Interleukin (IL)-1B, reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und Komplementfaktoren fahig (171, 172). Damit tragen Monozyten sowohl zur
antimikrobiellen Abwehr als auch zur Pathogenese entzindlicher und autoimmuner
Erkrankungen bei (173, 174).

Gewebe- und entziindungsspezifische Funktionen ergeben sich u. a. aus der Regulation von
TF. Auf ruhenden Monozyten liegt TF inaktiv komplexiert mit seinem Inhibitor TFPI (Tissue
Factor pathway inhibitor) vor (151, 175). Nach Aktivierung bildet TF einen hochaffinen
Komplex mit Gerinnungsfaktor Vlla, der die Faktoren IX und X proteolytisch aktiviert (176-179).
Dies initiiert die Gerinnungskaskade und fuhrt zusatzlich Gber Faktor Xa zu einer Aktivierung
von Protease-activated Receptor-2 (PAR-2). Aulkerdem wird Xa-vermittelt eine EPCR-basierte
und TF-abhangige Signalkaskade initiiert (180-184). Erwahnt sei an dieser Stelle, dass EPCR
nicht Uber eigene enzymatische Aktivitat mit PAR-2 interagiert, sondern Uuber die
Mechanismen, die vereinfacht in der Tabelle 35 EPCR-vermittelte Modulation der PAR-2-

Aktivitdt zusammengefasst werden.

Insbesondere wenn EPCR LBPA als Liganden an der Zelloberflache prasentiert, ist dieser
Rezeptor eng mit der Pathophysiologie des APS verzahnt ((151, 185) siehe 1.2.8.1.1
Dendritische Zellen). Auf der Monozytenoberflache binden aPL den EPCR/LBPA-Komplex,
stéren dadurch die TFPI-vermittelte Inhibition von TF und verstarken sowohl die
Gerinnungsaktivierung als auch die PAR-2-Signaltbertragung. Dies flihrt zur Translokation
und Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (ASM), die Sphingomyelin zu Ceramid
hydrolysiert. Nachgeschaltete Flippasen verlagern Phosphatidylserin von der inneren zur
auleren Zellmembran, wodurch die prokoagulatorische Aktivitat der Monozyten zunimmt (151,
180, 186-188).

Zusatzlich aktivieren aPL NOX in Monozyten, was - analog zu pDCs - die Expression von TF,
proinflammatorischen Mediatoren wie TNF-a und eine persistente prokoagulatorische
Aktivierung fordert (128, 151, 180, 189-196). Das mechanistische Zusammenspiel aus EPCR,
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LBPA, TF und TNF in Monozyten wird anschaulich auf der rechten Bildhalfte der Abbildung 10
aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N. Miller-Calleja
et al. Lipid presentation by the protein C receptor links coagulation with autoimmunity.

Science371, eabc0956 (2021) zusammengefasst.

1.2.8.1.3 Thrombozyten

Thrombozyten nehmen eine zentrale Rolle in der Hdmostase ein (197). Daruber hinaus sind
sie in die Immunabwehr involviert und kénnen eine proinflammatorische Funktion Gbernehmen
(198-201). Bei Gefallverletzung binden sie uber Adhasionsmolekule an Endothelzellen und
die freiliegende extrazellulare Matrix. Diese Interaktion wird insbesondere durch den von
Willebrand-Faktor (vVWF) vermittelt (202-204). Nach Adhasion erfolgt die Aktivierung der
Thrombozyten durch Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP), Kollagen, Thrombin und
Thromboxan A2 (TXA: (205-207)). Aktivierte Thrombozyten verandern ihre Morphologie und
setzen den Inhalt intrazellularer Granula frei (siehe orientierend zusammengefasst in Tabelle
9 Thrombozytengranula: Untergruppen und Vesikelinhalt (208-214)). Zusatzlich exprimieren
aktivierte Thrombozyten u. a. Integrin allbp3, das die Aggregation weiterer Thrombozyten

ermdglicht (215, 216). So wird eine positive Rickkopplung der Plattchenaktivierung etabliert.

Tabelle 9 Thrombozytengranula: Untergruppen und Vesikelinhalt

Bezeichnung Vesikelinhalt u. a. Funktion u. a.

elektronendichte

a-Granula - B-Thromboglobulin (TG-B) Chemokin (insb. Fibroblasten,
teilw. Neutrophile)
- Fibrinogen Adhasionsmolekul
- Fibronektin Adhéasionsmolekal
- Gerinnungsfaktoren V und Xl | Gerinnungskaskade
- platelet-derived growth factor | Wachstumsfaktor (vermehrte
(PDGF) Mitose)
- Plattchenfaktor 4 (PF4) Chemokin (insb. Neutrophile
und Fibroblasten)
- P-Selektin Membranprotein: Zelladhasion
- Transforming growth factor-1 | Zytokin (Differenzierung,
(TGF-B1) Adhésion, und Heilung)
- VWF Adhasionsmolekdl
o-Granula, ADP Positive Ruckkopplung
auch Adenosintriphosphat (ATP) Positive Ruckkopplung

Calcium (Ca?)

Gerinnungsfaktor

Granula genannt Serotonin Positive Ruckkopplung und
Vasokonstriktion
A-Granula o - Arylsulfatase Unklar, ggf. Lyse des
Ahnlich - B-Galaktosidase | Krankheitserregers
zu - B-Glucuronidase
Lysosomen - Cathepsine
- Hexosaminidase
- Saure
Phosphatase

Quellen (210-214, 217-219)
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Im Kontext des APS interagieren aPL spezifisch Uber anti-B2GPI-Antikdrper (ap2GPI) mit
Thrombozyten (220). Diese binden an B2GPI und aktivieren intrazellulare Signalwege, unter
anderem Uber mTOR (mechanistic Target of Rapamycin). Die a2GPIl-vermittelte Aktivierung
fuhrt zu einer erhéhten Expression und Sekretion von Integrin allbp3, P-Selektin und TXA;
(221-223). Durch Hochregulation dieser Rezeptoren und Adhasionsmolekiile sowie durch die
Ausschittung des Eikosanoides wird die positive Riickkopplung der Thrombozytenaktivierung
und -aggregation unterstitzt, was die prokoagulatorischen und proinflammatorischen

Eigenschaften des APS beglnstigt.

1.2.8.1.4 Endothelzellen

Endothelzellen regulieren unter physiologischen Bedingungen Gefaflttonus, Hamostase und
Immunantwort (224, 225). Aktivierung wird u. a. durch Gefaverletzung, Scherkrafte,
Infektionen, l6sliche Mediatoren oder PAMP-Erkennung ausgelost (226-228). Funktionelle
Folgen sind Vasodilatation, gesteigerte GefalBpermeabilitat und die Induktion von
Adhasionsmolekilen und Chemokinen, welche die Leukodiapedese férdern (siehe Tabelle 10

Effekte von Mediatoren und Adhasionsmolekulen aktivierter Endothelzellen).

Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhé&sionsmoleklilen aktivierter Endothelzellen

Mediator bzw. Effekt u. a. auf Quelle
Adhéasionsmolekiil
Angiopoeitin-2 Inhalt sog. Empryonale und postnatale (230)
Weibel-Palade |-2nJiogenese
CC-chemokine Bodies (WPBs) Proinflammatorisch (WW u. a. mit (231)
ligand 26 (CCL26) (229) Eosinophilen und Basophilen)
Endothelin-1 (ET-1) intrazellulére FlieRfahigkeit des Blutes (+/-) (232)
IL-8 Granula, die u. a. | Leukodiapedese (v. a. Neutrophile) (233)
P-Selektin diber (multi- Leukodiapedese, (234)
granulare) Exo- | Thrombozytenadhasion und -
zytose freigesetzt .
werden kénnen aggregation
vWF Thrombozytenadhasion und - (235)
aggregation
E-Selektin Leukodiapedese (WW v. a. mit Granulozyten, NK-Zellen, (236)
T-Zellen, Monozyten)
IL-18 Proinflammatorisch und prokoagulant (WW u. a. mit (237,
Neutrophilen, Thrombozyten, Akute-Phase-Proteinen), 238)
Fieberinduktion
intercellular Adhasionsmolekil zur Leukodiapedese (WW v. a. mit (239)
adhesion molecule- | Neutrophilen)
1 (ICAM-1)
TF Prokoagulant (Gerinnungsfaktor) (240-
242)
TNF-a Prokoagulant, vermehrte Expression von (243,
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen, Leukodiapedese 244)
vascular cell Leukodiapedese (WW u. a. mit Lymphozyten, Monozyten, | (245)
adhesion molecule- | Granulozyten)
1 (VCAM-1)
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Bei Kontakt mit aPL werden Endothelzellen experimentell aktiviert. Dies geht mit einer
prokoagulatorischen Verschiebung einher: erhdhter Tissue-Factor (TF) sowie vermehrte
Expression von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (246, 247). Zusatzlich steigt die Synthese
von CCL26 und IL-8 (248).

1.2.8.1.5 Trophoblasten

Trophoblasten entstehen aus embryonalem Gewebe und bilden die Schnittstelle zwischen
Blastozyste und Plazenta. Sie durchlaufen nach der Einnistung Proliferation, Differenzierung,
Invasion und Migration, die flir eine normale Plazentabildung erforderlich sind (249).
Stérungen dieser Prozesse sind mit Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie oder
Fehlgeburten assoziiert (250-253).

Bei APS wird eine aPL-vermittelte Beeintrachtigung der Trophoblastenfunktion beschrieben.
Nach Kontakt mit aPL produzieren Trophoblasten vermehrt proinflammatorische Mediatoren
wie IL-18, IL-8 und CCL26 (siehe Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhasionsmolekulen
aktivierter Endothelzellen). Hohe aPL-Titer fihren in vitro zur Apoptose in Trophoblasten (254).
Zudem sind Migration und Invasion der Trophoblasten eingeschrankt, was die Einnistung und

die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft beeintrachtigen kann (255, 256).

1.2.8.1.6 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile sind zentrale Effektorzellen des angeborenen Immunsystems. lhre antiinfektiven
Mechanismen umfassen Phagozytose, die Freisetzung granulozytarer Vesikel sowie die
Bildung neutrophiler extracellular traps (NETs). NETs bestehen Uberwiegend aus DNA
mehrerer Neutrophiler (257). Sie tragen zur Thrombogenese bei, indem das extrazellulare
Chromatin ein Gerust fur Fibrin bildet und proteolytische Enzyme die Gerinnungskaskade
verstarken (258-261). Gewisse Krankheitserreger werden von NETs gebunden und abgetdtet
(262).

Die Granula der Neutrophilen enthalten u. a. ROS, H,0;, und Stickstoffmonoxid (NO), deren
Freisetzung zu Gewebeschadigung und einer ausgepragten Entziindungsreaktion, dem sog.

oxidativen Burst, fihren kann (263).

Durch ein enges Zusammenspiel mit aktivierten Endothelzellen gelangen Neutrophile zum
Entzindungsherd. Die durch IL-18 und TNF-a hochregulierten Adhasionsmolekule vermitteln
Wechselwirkungen mit den Oberflachenantigenen der Neutrophilen, insbesondere mit L-
Selektin. Dabei kommt es zunadchst zu einer sog. Selektin-Selektin-Wechselwirkung. Im
Verlauf werden Integrin-Bindungen ermdglicht, sowie eine gesteigerte Expression von ICAM-
1 bzw. VCAM-1 (264, 265), siehe Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhasionsmolekulen

aktivierter Endothelzellen.
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Bei APS-Patient*innen wurde eine erhéhte Neigung zur NETose beobachtet, die mit hohen
aPL-Titern korreliert (266). Der Neologismus NETose beschreibt den programmierten Zelltod
Neutrophiler zur Generierung von NETs (257). Der Abbau von NETs erfolgt primar durch
Desoxyribonuklease 1 (DNase1). Hinweise deuten auf eine aPL-vermittelte Hemmung dieser
Enzymaktivitdt hin, was den Abbau verzégert und die thrombogene Wirkung von NETs

verstarkt. Ein vergleichbarer Mechanismus ist auch bei SLE beschrieben (267).

In vitro fuhren aPL zur direkten Aktivierung von Neutrophilen mit gesteigerter Granula-
Ausschuttung, oxidativem Burst und vermehrter IL-18-Produktion (129, 268). Da Neutrophile
wesentlich durch das Komplementsystem aktiviert werden, wird ihre Rolle dort erganzend

dargestellt (siehe 1.2.8.2.1 Komplementsystem).

1.2.8.2 Humorale Mechanismen der Pathophysiologie

Diverse Zytokine und andere Bestandteile der humoralen Immunabwehr wurden bereits im
Kapitel 1.2.8.1 Zellulare Mechanismen der Pathophysiologie beschrieben. Um
Wiederholungen zu vermeiden, wird an dieser Stelle auf die zuvor behandelten Abschnitte
verwiesen und lediglich das Komplementsystem und das Protein C-/bzw. S-System naher

thematisiert.

1.2.8.2.1 Komplementsystem

Das Komplementsystem kann Uber vier Mechanismen die Immunabwehr beeinflussen.
Komplementfaktoren dienen der Opsonierung von Pathogenen, rekrutieren Uber Chemotaxis
weitere Immunzellen, wirken proinflammatorisch und kénnen Uber die Bildung des sog.

membrane attack complex (MAC) die direkte Lyse von Pathogenen hervorrufen.

Tierexperimentelle Modelle zeigen, dass Komplement-defiziente Mause weitgehend vor aPL-
induzierten prokoagulatorischen Prozessen geschutzt sind (192, 269-271). Auch bei APS-
assoziierten Schwangerschaftskomplikationen wurden protektive Effekte sowohl durch
genetischen Komplementmangel (insbesondere C3) als auch durch medikamentose Blockade
der Aktivierung des Komplementsystems durch Heparin nachgewiesen (272-274). Diese
Befunde sprechen fir eine zentrale Rolle von Komplementfaktoren in der Pathophysiologie
des APS.

Besonders bedeutsam ist die Interaktion von Komplementfaktor C5a mit seinem Rezeptor auf
Neutrophilen. Uber eine TF/Vlla/PAR-2-vermittelte Signalachse kann C5a zu einer aPL-
induzierten Aktivierung fiihren, die fetale Schadigungen in APS-Modellen begiinstigt (181, 275,
276). PAR-2 (auch GPR11 (G-Protein-gekoppelter Rezeptor 11) genannt) wirkt in
verschiedensten Geweben immunmodulatorisch (siehe 6.6 Weiterfihrende Informationen zu

der PAR-2-Signalvermittlung).
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1.2.8.2.2 Protein C-Signalkaskaden

Protein C ist ein Vitamin-K-abhangiges Serumprotein, das in der Leber synthetisiert wird. Es
zirkuliert als inaktive Vorstufe im Blut und entfaltet nach Aktivierung zur Serinprotease
(activated protein C, APC) antikoagulatorische, antiinflammatorische und zytoprotektive
Effekte ((277-280).

Grundlegend kdonnen zwei Mechanismen der Aktivierung unterschieden werden. Einerseits
Thrombin/Thrombomodulin (TM)-vermittelt, wobei APC in I8slicher Form vorliegt. Andererseits
EPCR-gebunden (siehe Abbildung 11 Aktivierungskontext von Protein C zu APC (281-283)).

Sterisch optimale Beziehung zu Thrombin-TM-Komplex durch

Affinitat v. Thrombin zu Protein C und Katalyse zu APC wird ST e e e el

um Faktor 1.000 gesteigert

,Molecular Switch” in Thrombin Aktivierung zu APC

¢ Thrombin ohne TM = prokoagulant, proinflammatorisch (durch Spaltung von
Fibrinogen, Faktor V und PAR)

* Thrombin mit TM = antikoagulatorisch (durch fast ausschlieBliche Affinitat zu
Protein C)

APC bleibt i. d. R. weiterhin an EPCR gebunden

APC zirkuliert 16slich im Blut

APC-EPCR-Komplex wirkt tiber PAR-1-Signalweg vermehrt
antiinflammatorisch und zellprotektiv, siehe Tabelle 11

vermehrt antikoagulatorische Effekte durch APC, siehe
Tabelle 11

Abbildung 11 Aktivierungskontext von Protein C zu APC

Die Wirkung von APC ist kontextabhangig. Freies APC hemmt vorwiegend die Gerinnung,
EPCR-gebundenes APC steuert insbesondere zellprotektive und immunmodulatorische
Signalwege. Zentral ist die Aktivierung von Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR),
insbesondere PAR-1. Wahrend EPCR-gebundenes APC die PAR-1-Signalweiterleitung
zugunsten von Zellschutz und Antiinflammation verschiebt, fuhrt thrombinabhangige PAR-1-
Aktivierung zu Prokoagulation, Inflammation und erhohter GeféalBpermeabilitat (siehe
Abbildung 12 zellulare PAR-1-Signalkaskade je nach grundlegendem
Aktivierungsmechanismus (284-291).
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PAR-1-Aktivierung durch  pAR-1-Aktivierung durch

Thrombin: APC:
. Aktivigrt Ga-q/RhoA- Vermehrte B-Arrestin-
< Signalweg: Rekrutierung fuhrt zur
< E’n s eVermehrte Aktivierung von: RAC1,
222 Zellkontraktion STAT3, PI3K/AKtund SIPRL &
g 2 3 ecapillary leak Detail siehe Tabelle 11 3 g-g
S g ] eAktivierung von NF-kB Effekte von APC E_’_.. %.-_8‘
g o § und MAPK (u. a. AuRerdem: Umschaltung E § S
s g a vermehrte der PAR-1-Gleichgewichtes 33 %
5 proinflammator. zugunsten der Aktivierung & 2 &
a TNF-a-, IL-1B- und durch APC durch Senkung Ss 2
IL-6-, IL8- des Thrombinspiegels ol
Ausschuttung)

Abbildung 12 zelluldre PAR-1-Signalkaskade je nach grundlegendem Aktivierungsmechanismus

Die Wirkweise von APC im jeweiligen Aktivierungskontext mit konsekutiver PAR-1-

Signalkaskade wird vereinfacht in der Tabelle 11 Effekte von APC zusammengefasst.
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Tabelle 11 Effekte von APC

Aktivierung von
PI3K/Akt,
STATS3 (Signal
Transducer and
Activator of
Transcription 3)
und RAC1 (Ras-
related C3
botulinum toxin
substrate 1),
siehe Abb. 11

Leukozytenadhasion und -
migration

Forderung einer
antiinflammatorischen
Polarisierung versch.
Immunzellen (Monozyten,
Makrophagen, T-Lymphozyten),
u. a. durch vermehrte IL-10-
Synthese

Verminderte proinflammator.
Transkription und
Zytokinfreisetzung von TNF-aq, IL-
1B, IL-6, IL-8

Zyto- EPCR- Entspr. der Anti-

pro- vermittelt | inflammation,
tektion aulRerdem uber
vermehrte

indirekte S1RP1
(Sphingosine-1-
phosphate
receptor 1)
Aktivierung

Hemmung proapoptotischer
Signalwege (u. a. durch S1PR1-
Modulation)

Verbesserung der
Mikrozirkulation (u. a. durch
verminderte, Fibrinbildung,
Endothelstabilisierung,
Antikoagulation, Antiinfektion s.0.)
Stabilisierung von VE-Cadherinen
und Tight-Junctions: Mindert
Odembildung

Verminderte ROS-Produktion
Unterstlitzung der
Reparaturfahigkeit und
Regeneration des Endothels

Effekt | Kofakt- | Signalkaskade Resultat Quellen
oren
Anti- Protein TM-vermittelter - Proteolytische Spaltung von Va, (283,
koa- S, Molecular entspr. Verlust der 284,
gula- Throm- Switch von Prothrombinase-Aktivitat, entspr. | 292-
tion bin, TM, Thrombin zur weniger Thrombin-Aktivitat und 301)
EPCR vermehrten insg. niedrigerer Thrombin-
APC- Spiegel
Generierung, - Verminderte Thrombin-Bildung
siehe Abb. 11 - Spaltung von Vllla, entspr.
Hemmung des Tenase-
Komplexes
Antiin- | EPCR- PAR-1 u. a. Hemmung von NF-kB und MAPK (159,
flam- vermittelt | Aktivierung, (mitogen activated protein kinase): 184,
mation fuhrt zu - Stabilisierung der 281,
vermehrter [3- Endothelbarriere 284,
Arrestin- - Verminderte Expression von 288,
Expression, Adhasionsmolekiilen (z. B. ICAM- | 302-
fihrt u. a. zur 1, VCAM-1), folglich: Verminderte | 321)

Bei APS-Patient*innen liegen Protein C und Protein S meist in normwertigen Konzentrationen

vor, dennoch ist der Signalweg funktionell gestort (318, 322-327).
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Mehrere Mechanismen tragen zur Stérung des Protein-C-Signalwegs im APS bei. aPL
hemmen sowohl die Bindung von Protein C an EPCR als auch die Thrombin-vermittelte
Aktivierung zu APC (328, 329).

Daruber hinaus beeintrachtigt eine gestorte APC/EPCR-Interaktion die Signalweiterleitung
uber PAR-1. Infolgedessen verschiebt sich die Balance zugunsten thrombinabhangiger,
proinflammatorischer Effekte. Dieser Mechanismus wird durch die im APS nachgewiesene

beschleunigte Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin zusatzlich verstarkt (330).

Auch die antikoagulatorische Funktion von APC selbst ist durch aPL eingeschrankt.
Beschrieben sind eine verminderte Inaktivierung von Faktor Va sowie eine mogliche
Beeintrachtigung von Kofaktoren wie Protein S (195, 331, 332).

Schlief8lich konnen aPL EPCR, wie bereits beschrieben, direkt aktivieren, wenn dieser LBPA
prasentiert (107, 151, 159, 180, 333). Dies lost die NOX-vermittelte Signalkaskade mit
Translokation von TLR-7 und TLR-9 aus (siehe 1.2.8.1.1 Dendritische Zellen und 1.2.8.1.2

Monozyten).

1.2.9 Therapieansatze

Auf kausaler Ebene gibt es bislang keine spezifischen Therapieansatze. Die Therapiestrategie
konzentriert sich auf die Akutbehandlung thromboembolischer Komplikationen sowie der

Sekundarprophylaxe weiterer Ereignisse und Schwangerschaftskomplikationen.

1.2.9.1 Allgemeine Herausforderungen der Therapie

Obwohl das APS zu den antikdrpervermittelten Autoimmunkrankheiten zahlt, konnten mit
Immunsuppressiva nur begrenzte Therapieerfolge erzielt werden (22, 334). Die Therapie wird
zusatzlich durch das breite klinische Spektrum erschwert: Neben thromboembolischen
Ereignissen und Schwangerschaftskomplikationen treten zahlreiche ,non-criteria“-
Manifestationen auf, die eine standardisierte Behandlung erschweren (siehe Tabelle 2
mogliche ,non-criteria“~-Manifestationen des APS). Substanzen, die aPL neutralisieren oder mit
ihnen kompetitiv interagieren, sind derzeit nicht verfligbar, kénnten jedoch zukuinftig neue

Therapieoptionen darstellen.

1.2.9.2 Primarprophylaxe

Die Prophylaxe des APS umfasst sowohl medikamentdse als auch nicht-medikamentdse
therapeutische Mallnahmen. Zentrale Strategie ist die Reduktion individueller
Thromboserisikofaktoren wie Rauchen, Immobilisation, Adipositas, Hypertonie, Diabetes
mellitus, Dyslipidamie oder hormonelle Therapie (335-338). Auch Komorbiditdten wie SLE
oder erhdhen rheumatoide Arthritis (RA) erfordern eine konsequente Krankheitskontrolle, da

sie das Thromboserisiko zusatzlich erhohen.
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Prinzipiell stellt der Nachweis von aPL nicht automatisch eine Indikation einer Therapie dar.
Vielmehr missen zunachst Risikogruppen definiert werden. Als Risikopatient*innen fir
thromboembolische Ereignisse gelten im Rahmen des APS v. a. jene Patient*innen, die einen

dreifach positiven Antikorper-Titer vorweisen (d. h. aCL und LA und aB2GPI positiv).

Die Evidenzlage ist jedoch limitiert. Studien konnten fur Low-Dose-Aspirin (LDA) keinen
konsistenten protektiven Effekt nachweisen (339-343). Eine Metaanalyse aus 10
Beobachtungsstudien und einer randomisierten kontrollierten Studie (RCT) von 2014 zeigte
zwar einen moglichen Nutzen, die Aussagekraft war jedoch aufgrund methodischer
Heterogenitat eingeschrankt (343-348). Eine generelle Primarprophylaxe sollte nur nach
entsprechender Risikostratifikation initiiert und individuell abgewogen werden (343, 349, 350).
Zu Dberlcksichtigen sind potenzielle unerwinschte Arzneimittelwirkungen (UAW) wie

Blutungen oder ulzerogene Effekte im Gastrointestinaltrakt (341, 350).

1.2.9.3 Therapie und Sekundarprophylaxe

Die Standardtherapie des APS sowie die Sekundarprophylaxe bei persistierenden aPL-Titern

basieren auf Vitamin-K-Antagonisten (VKA), ggf. in Kombination mit LDA (17).

1.2.9.3.1 Antikoagulation bei vendésen Thrombosen

Ein differenzierter Vergleich zur Therapie vendser Thromboembolien (VTE) in der
Allgemeinbevdlkerung verdeutlicht die Besonderheiten im Management von APS. In der
Allgemeinbevdlkerung wird die Therapie venéser Thromboembolien (VTE) in eine Initial- und
eine Erhaltungsphase unterteilt. Die Initialphase umfasst eine therapeutische Antikoagulation
fur finf bis 21 Tage (351). Insbesondere niedermolekulares Heparin (NHM) oder Fondaparinux
werden angewendet, ggf. direkte orale Antikoagulanzien (DOAKSs) oder unfraktioniertes
Heparin (UFH). Fur die Erhaltungsphase Uber mindestens drei, haufig sechs Monate oder
langer, gelten DOAKSs (insbesondere Apixaban und Rivaroxaban) als Medikamente der ersten
Wahl.

Fur APS-(Hochrisiko-)Patient*innen gelten andere Empfehlungen. Hier stellen VKA die
Standardtherapie dar, da DOAKSs in diesem Kollektiv kein sicheres Wirkprofil zeigen. Eine
2018 publizierte randomisierte multizentrische  Studie wurde wegen erhohter
thromboembolischer Ereignisse unter Rivaroxaban bei APS vorzeitig beendet (352). Daraufhin
wurde in Deutschland ein sog. ,Rote-Hand-Brief" fir DOAKs im Kontext APS verdoffentlicht
(353): DOAKs werden bei APS-Patient*innen mit Hochrisikoprofil (dreifach positiver AK-
Status, Z.n. arterieller Thrombosen, Herzklappenerkrankungen) nicht empfohlen. Ob Apixaban
ein sicherer Vertreter dieser Substanzgruppe sein konnte, ist Gegenstand aktueller Studien
(354-357).

38



Einleitung / Ziel der Dissertation

Eine Therapie mit DOAKs kann in Einzelfallen nach individueller Risikostratifizierung,
insbesondere bei noch nicht bestatigter Antikorperpersistenz, bei VKA-Intoleranz oder
ausschlief3lich vendsen Ereignissen mit niedrigem Antikérperrisikoprofil erwogen werden (349,
358-362). Alternativ. kénnen bspw. NMH verwendet werden. Weitere potenzielle
Therapieoptionen umfassen Immunsuppressiva, Statine und Komplementsysteminhibitoren
(siehe u. a. (350, 363-372)).

Auch die Festlegung des INR-Zielbereichs unterscheidet sich. In der Allgemeinbevolkerung
wird bei venésen Thrombosen ein Zielwert von 2,0-3,0 empfohlen. Fir APS-Patient*innen
wurde zeitweise eine intensivierte Antikoagulation mit 3,0-4,0 diskutiert. Zwei RCTs konnten
jedoch keinen Vorteil belegen, sodass heute ebenfalls ein INR-Bereich von 2,0-3,0 als
ausreichend gilt (373, 374).

Der letzte Vergleich soll auf Ebene der Therapiedauer vollzogen werden. Wahrend in der
Allgemeinbevdlkerung eine Erhaltungsphase von mindestens drei, haufig aber sechs Monaten
vorgesehen ist, reicht diese Dauer bei APS-Patient*innen oft nicht aus. Abhangig vom
Risikoprofil muss eine lebenslange Sekundarprophylaxe in Betracht gezogen werden (350,
375). Wichtige Kriterien der Risikostratifizierung sind neben dem bereits erwahnten
Antikérperprofil u. a. das Vorliegen vermeidbarer Risikofaktoren sowie eine Lungenbeteiligung
im Rahmen der VTE (350).

Die zentralen Unterschiede zwischen Standardtherapie und APS-spezifischem Vorgehen
werden in Tabelle 12 Abweichende Therapiestrategie einer Phlebothrombose bei APS-

Patient*innen im Vergleich zur Standardtherapie.

Tabelle 12 Abweichende Therapiestrategie einer Phlebothrombose bei APS-Patient*innen im Vergleich zur
Standardtherapie

Allgemeinbevodlkerung _ APS-Patient*innen
Zwecks Ubersichtlichkeit hier keine Unterteilung
in Low- bzw. High-Risk-APS-Patient*innen
Wirkstoffe 1. Wahl: DOAKs 1. Wahl: VKA
2. Wahl: VKA Alternative: LDA, NMH, Immunsuppressiva,
Alternative: NMH Komplementsysteminhibitoren
Rote Hand Brief fur DOAKSs!
Ziel-INR 20-3,0 2,0 - 3,0 (ggf. 3,0 —4,0)
Dauer Mind. 3 (i. d. R. 6) Risikostratifizierte Abwagung, ggdf.
Monate lebenslangliche Antikoagulation

1.2.9.3.2 Antikoagulation bei arteriellen Thrombosen

Auch bei arteriellen thromboembolischen Ereignissen wird die Antikoagulation mit VKA (INR
2,0-3,0) empfohlen. Erganzend kann LDA eingesetzt oder eine hdhere INR-Zielspanne (3,0-
4,0) in Erwagung gezogen werden. Bei Therapieversagen kann auf NMH gewechselt werden.
DOAKSs sind insbesondere bei arteriellen Ereignissen kontraindiziert, da Rivaroxaban den VKA

klar unterlegen war (352).
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1.3 Zielsetzung dieser Dissertation

Das APS ist durch thromboembolische Ereignisse und Schwangerschaftskomplikationen
charakterisiert. aPL gelten als zentrale pathophysiologische Faktoren, ihre Heterogenitat
erschwert jedoch die differenzierte Bewertung. Eine Untergruppe der aPL stellen aCL dar.
Insbesondere die sog. kofaktorunabhangigen aCL wurden historisch nur selten mit einer
relevanten Pathogenitat in Verbindung gebracht und fanden daher in der Forschung bislang
wenig Beachtung. Da die postulierte Kofaktorabhangigkeit nicht durch belastbare Evidenz
gestutzt ist (siehe 1.2.7.2 Validitdt bzw. Problematik des Konzepts der sog.
Kofaktorabhangigkeit), wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit Uberwiegend auf das Adjektiv
Lipid-bindend zuruckgegriffen. Der Fokus liegt somit auf den Lipid-bindenden aCL als
potenziell relevante Subgruppe. Vorausgehende Forschungsansatze dieser Arbeitsgruppe
machten die Teilhabe der Lipid-bindenden aCL an der Pathogenitat des APS deutlich (107,
116, 128, 151, 155, 192, 196, 333, 376-384).

aCL aus Seren zweier unabhangiger Kohorten werden laborchemisch aufgereinigt.
Eingeschlossen sind Patient*innen mit vendser Thrombose und nachgewiesenem aCL-Titer.
Gesunde Personen ohne thrombotische Anamnese dienen als Kontrollgruppe. Ein
monoklonaler Lipid-bindender aPL wird als Referenzstandard eingesetzt. Die
Standardisierung der Testbedingungen ermdglicht eine quantitative Vergleichbarkeit der

Antikorperaktivitat zwischen den Gruppen.

Die Arbeit pruft, ob eine verstarkte Antikdrper-Antigen-Interaktion von Lipid-bindenden aCL mit
dem Auftreten behandlungsbedurftiger vendser Thrombosen assoziiert ist und ob sie gesunde
Kontrollen unterscheidet. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass Patient*innen mit APS eine
erhohte Lipid-bindende aCL-Aktivitat im Vergleich zu Kontrollproben aufweisen. Ziel ist die
Validierung bisheriger Annahmen zur pathogenetischen Rolle von Lipid-bindenden aCL und

die Identifikation méglicher Ansatzpunkte flir zukinftige Therapien.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 13 verwendete Laborgeréte

Gerit Modell Hersteller
Autoklav V-75 Systec
Eismaschine AF124 Scotsman

ELISA-Reader

Sunrise Basic Tecon bzw.
Azure

Tecan bzw. Biozym

ELISA-Washer hydroFLEX Tecan
Gefreierschrank (-20°C) Liebherr Premium Liebherr
Gefreierschrank (-80°C) -86C ULT Freezer Thermo Fisher
Scientific
Geschirrspllmaschine Miele professional G7883 Miele
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Klhlschrank (+ 4°C) Economic Cooler Bosch
Magnetrihrer MR Hei-Standard Heidolph
Mikroliterspritze (Hamilton) Serie 700 MICROLITER®- Roth
Spritzen, Modell 1,
Spitzentyp 2, 702 N
NanoDrop ND-1000 Peqlab
Spectrophotometer Biotechnologie
GmbH
Pipetten Reference Eppendorf
Research (100-1000 L, 10-
100 L, 0,5-10 L)
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann
Sterilarbeitsplatz an Laminar | HS18 Heraeus
flow-Werkbank
Vortexmischer Reagenzglas-Vortex- VWR

Schuttler

Vortexmischer

Vortex-T Genie2

Scientific Industries

Waage MC1 Analytic AC 210S Sartorius
Waage MC1 Laboratory LC 2200S | Sartorius
Wasserdeionisierungsanlage | Purelab Flex ELGA Veolia
Zentrifuge Centrifuge 5425 R Eppendorf
Zentrifuge GS-15R Beckman
Zentrifuge Micro Star 17R VWR
Zentrifuge Rotina 420 R Hettich
Zentrifuge Mikro 200 Hettich
Zentrifuge Sprout Mini-Zentrifuge Biozym
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 14 Verbrauchsmaterialien

Material Modell Hersteller
Becherglaser 25 mL, 150 mL, 250 | Schott Duran
mL, 600 mL
Chromatographiesaulen | Sephadex G-25 GE Healthcare
Resin (PD Mini
Trap G-25)
Combitips Combitips® Eppendorf

advanced 10 ml, 5
ml, 1
ml, 0,5 ml

Glasflaschen

100 mL, 250 mL,
500 mL

Schott Duran, VWR

Monovetten Citrat-Monovetten Sarstedt

Parafilm Parafilm® M Roth

Pipettenspitzen 0,1-10 pl TXL-10 Axygen

Pipettenspitzen 10/20 pl XL Starlab
Graduated Filter Tip

Pipettenspitzen 200 plund 1000 pl | Sarstedt

Pipettenspitzen 100 ul Bevelled Starlab
Filter Tip

Pipettenspitzen 1000 pl Filter Tip Starlab

Reagiergefalle Safe-Lock Tubes Eppendorf
1,5 mlund 2 mi

Saulen Ig

Stabpipetten Cellstar® Greiner Bio-One

Serologische
Pipetten 5 mL, 10
mL, 25 mL

Ultrafiltrationseinheit

Ultra-0,5
Centrifugal Filter
Devices

Amicon

VerschlieRfolien

Clear Seal Strong

Peqglab

Well-Platten (96er)

Nuclon™ Delta
Surface (96
Wells)

Thermo Scientific
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2.1.3 Reagenzien

Tabelle 15 Reagenzien

Substanz Hersteller
Ammoniumsulfat Roth
Cardiolipin (98%-L6ésung) Sigma-Aldrich
(Dulbecco’s) phosphate buffered saline ((D)PBS) | Sigma-Aldrich
Ethanol Applichem
Glycin-Salzsaure (HCI) Roth
Natrium-Phosphat Roth
Schwefelsdure, konzentriert 96% Roth
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat Sigma-Aldrich
Terralin® Liquid Schiilke
Terralin® Protect Schilke
Tris-HCI Roth
Tween 20 Applichem
Tabelle 16 Antikérper
Antikorper Verwendung Markierung Hersteller
anti-human IgG (Fab ELISA HRP Sigma-Aldrich
specific), peroxidase
antibody produced in goat
HL5B Standard Keine Eigene Arbeitsgruppe

2.1.4 Puffer und Lésungen

Tabelle 17 Puffer und Lésungen

Puffer/Losung

Hersteller/Zusammensetzung

Ammoniumsulfatiésung, gesattigt

500 g Ammoniumsulfat in 850 mL aqua
dest., auf 150°C erhitzen, 3 h riihren, Uber

Nacht 4°C, filtrieren

ELISA Waschpuffer 0,1 % Tween20 in PBS
ELISA Blockpuffer 1 % Tween20 in PBS
PBS Sigma-Aldrich
2.1.5 Fertigsysteme (sog. Kits)
Tabelle 18 Fertigsysteme (Kits)
Kit Hersteller

BR Protein Assay

Qubit™ bzw. Invitrogen™
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2.1.6 Software

Tabelle 19 Verwendete Computer-Softwares und Assistenzsysteme

Software Entwickler Verwendung
Endnote20 Clarivate™ Literaturverwaltung
Excel 2021 Microsoft Datenerhebung
Corporation
ChatGPT OpenAl Unterstlitzung der sprachlichen
und strukturellen Textoptimierung
Duden Mentor Cornelsen Verlag | Grammatik-, Stil- und
GmbH Rechtschreibprifung
deepL deepL SE Ubersetzungshilfe
PowerPoint Microsoft Schaubildgestaltung
2019 Corporation
Microsoft Word | Microsoft Fliel3textgestaltung
2016 Corporation
Microsoft Word | Microsoft Fliel3textgestaltung
2019 Corporation
SPSS Statistics | IBM Statistische Auswertung
23
SPSS Statistics | IBM Statistische Auswertung
27

Alle automatisierten Assistenzsysteme wurden ausschlielich unterstitzend verwendet; die

inhaltliche Verantwortung liegt vollstandig bei der Autorin.

2.2 Methoden

Zur Bearbeitung der zentralen Fragestellung wurde ein experimentelles Studiendesign
gewahlt, das gezielt mit unterschiedlichen Patient*innengruppen arbeitete. Die nachfolgenden

Abschnitte erlautern das methodische Vorgehen vom Studiensetting bis zur Datenauswertung.

2.2.1 Studienvorbereitung

Nachfolgend soll erlautert werden, mithilfe welcher Ein- und Ausschlusskriterien die Wahl der

Negativkontrollen und der Studienproben vollzogen wurde.

2.2.1.1 Auswahl der Negativkontrollen

Wie sich der Fragestellung bereits entnehmen lasst, war es fur den Versuchsaufbau
essenziell, aufseiten der Negativkontrollen ein Kollektiv an Personen mit einer leeren
thromboembolischen Anamnese zu kreieren (siehe 1.3 Zielsetzung dieser Dissertation).
Hierfur wurden Blutproben der Gutenberg Gesundheitsstudie (GHS engl. Gutenberg Health
Study, ehemals ,Gutenberg-Herz-Studie®, Umbenennung Februar 2011) gewahlt. Die GHS gilt
als eine der grof3ten prospektiven, reprasentativen, monozentrischen Bevdlkerungsstudien der
Rhein-Main-Region. Sie ist ein interdisziplinares Forschungskonsortium aus Einrichtungen der

Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (UM). Ziel der Studie ist ein
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besseres Verstandnis fir die Entstehung und den Verlauf von sog. ,Volkskrankheiten®, wie
bspw. Herz-Kreislauf-Erkrankungen, zu gewinnen (385, 386). Genauere Details zum
Auswahlverfahren und dem Biobanking kénnen dem Unterkapitel 6.7.1 WeiterfUihrende

Informationen zur Auswahl der Negativkontrollen entnommen werden.

2.2.1.2 Auswahl des suspekten Probenmaterials

Die Auswahl der Studienproben richtete sich nach einer positiven thromboembolischen
Krankheitsanamnese. Ausgewahlt wurden Patient*innen mit einer stattgehabten TVT und/oder
einer LAE. Das Kollektiv entstammt der GMP-VTE-Studie (Genotyping and Molecular
phenotyping of Venous thromboembolism project), einer prospektiven Kohortenstudie u. a. der
UM (387). Einschlusskriterien waren das Erreichen der Volljahrigkeit sowie eine gesicherte
VTE-Diagnose mittels bildgebendem Standardverfahren (387, 388). Bildgebendes
Standardverfahren bei VTE-Patient*innen stellte die Kompressionssonographie (KUS) mit
Farbdoppler dar. Bei LAE-Patient*innen wurde die Diagnose mittels computertomographischer
Lungenangiographie oder Ventilation/Perfusion-Szintigraphie sowie einer zusatzlichen

Ultraschalluntersuchung gesichert (387, 388).

Fur diese Dissertation wurden aus diesem Studienkollektiv ausschliellich Serumproben
gewahlt, die in einer zuvor durchgefuhrten Routineuntersuchung der UM als positiv flr aPL
gewertet wurden. Nahere Details zu der GMP-VTE-Studie kénnen dem Unterkapitel 6.7.2
Weiterflihrende Informationen zur Auswahl der Studienproben: GMP-VTE-Studie entnommen

werden.

2.2.1.3 Auswahl des Standards

Um das kofaktorunabhangige bzw. Lipid-bindende Bindungsverhalten der Antikdrper des
Probenmaterials sinnvoll zu quantifizieren, war ein Vergleich mit einem gut charakterisierten
humanen monoklonalen aCL notwendig, dessen Bindungsverhalten nicht auf der Anwesenheit
von sog. Kofaktoren fuldt. Gewahlt wurde der aPL HL5B eines zum Abnahmezeitpunkt 51-
jahrigen Mannes mit diagnostizietem primaren APS, welches sich klinisch durch

rezidivierende cerebrale Mikroinfarkte manifestiert (191).

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Mikrotiterplatten untereinander herzustellen, erfolgte die
Vorbereitung des Standards und seiner Verdinnungsreihe fir alle Platten an einem Arbeitstag
unter identischen Voraussetzungen. Die Verdinnungsreihen beinhalteten stets die folgenden

Konzentrationen: 250 pg/ml, 100 ug/ml, 50 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 png/ml.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Da es fir den Versuchsaufbau essenziell war, die Autoantikérper des Patient*innenkollektivs

isoliert, sprich ohne die Anwesenheit von mdglichen Kofaktoren zu erhalten, galten die ersten
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labortechnischen Schritte der Aufreinigung der Ig-Fraktion aus dem Serum. Alle Schritte der

Proteinaufreinigung erfolgten unter sterilen Bedingungen an der Werkbank.
2.2.2.1 Proteinfallung mittels Aussalzung

Pro Testperson wurden 600 ul Probenmaterial (Patient*innenserum) mit 240 ul geséattigter
Ammoniumsulfatidsung (siehe Tabelle 17 Puffer und Losungen) fur drei Stunden unter
gelegentlichem Vortexen (siehe Tabelle 13 verwendete Laborgerate) auf Eis inkubiert und
danach mittels Zentrifugation (5 min, 10.000 xg, Raumtemperatur) pelletiert. Im Anschluss
konnte der Uberstand abpipettiert und verworfen werden und das Pellet in 200 ul PBS
resuspendiert werden. Auf diese Weise gelang eine starke Anreicherung der Immunglobuline

aus den Serumproben.

Zwecks Entsalzung und damit einhergehender Verbesserung der Lagerfahigkeit wurden
Chromatographiesaulen der Marke GE Healthcare unter Verwendung von Sephadex G-25
Resin prapariert (PD Mini Trap G-25). Diese Saulen fullen auf dem Prinzip der sog.
GroRRenausschluss-Chromatographie  (auch  Gelpermeationschromatographie  (GPC)
genannt). Die GPC beruht wiederum auf dem Prinzip der Flussigchromatographie. Mittels GPC
lassen sich Molekile nach ihrem hydrodynamischen Volumen fraktionieren. Die
unterschiedlichen Diffusionsverhalten basieren auf spezifischen Molekileigenschaften und
beeinflussen die jeweilige Retentionszeit. Kleinere Molekile dringen tiefer in die Poren der
stationaren Phase ein, wodurch ihnen ein groReres effektives Verteilungsvolumen zur
Verfugung steht. Daraus resultiert eine langere Retentionszeit im Vergleich zu grofieren
Molekilen. Letztere eluieren daher friiher und finden sich in den initialen Eluatfraktionen,
wahrend kleinere Molekile erst in spateren Fraktionen auftreten (389, 390). Bezogen auf den
hier angewendeten Testaufbau reprasentieren kleinere Molekile die Salzionen des

Aussalzungsprozesses und die Ig des Probenmaterials stellen die groReren Molekile dar.

Zunachst mussten die Saulen aquilibriert werden, was durch Spllen der Gelmatrix mit
2,5 — 3 ml sterilem PBS erfolgte. Dieser Vorgang wurde insgesamt drei Mal wiederholt. Durch
eine darauffolgende Zentrifugation (2 min, 1.000 xg, Raumtemperatur) wurde der Spuilvorgang
abgeschlossen. Das durch die Proteinféllung gewonnene Probenmaterial konnte nun auf die
vorbereiteten Saulen (Kapazitat: 0,2 - 0,5ml Probenmaterial; resuspendiert in PBS)
aufgetragen werden. Die Elution gelang durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (2 min,
1.000 xg, Raumtemperatur). Auf diese Weise gewonnenes Material konnte bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C eingelagert werden.
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2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop

Zur Verifizierung der Protein-Selektion wurden alle Proben orientierend in einem
Spektralphotometer (NanoDrop (Vollspektrum-Spektrumphotometer (250-750 nm), siehe:

Tabelle 13 verwendete Laborgerate) auf ihren jeweiligen Proteingehalt hin untersucht.

Das grundlegende Prinzip des NanoDrops basiert darauf, die Probe als Flussigkeitssaule
zwischen zwei Glasfaserkabeln zu platzieren, die daraufhin von dem Licht einer gepulsten
Xenon Lampe durchleuchtet wird. Die gemessene Absorption ist proportional zur

Proteinkonzentration und kann in der Spektralphotometrie maschinell ausgewertet werden.

Vorteilhaft war, dass die Konzentrationsbestimmung ohne vorherige Verdinnung des
Probenmaterials erfolgen konnte und dass der NanoDrop in der Lage ist, kleine Mengen von
Proteinen in Lésung (PBS) zu messen. Messwerte werden ab Uberschreiten der 1 ug-Grenze
angegeben. Aulierdem bendtigt der NanoDrop zur Durchflhrung der Messung nur ein
Mikrovolumen von 0,5 — 2 ul. Alle Messungen wurden mit einem Probenvolumen von 1,5 pl

und bei einer Wellenlange von 280 nm durchgefihrt.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung mittels Qubit™ Protein BR Assay Kit

Zur Optimierung der Vergleichbarkeit der einzelnen Proben miteinander wurde der
Proteingehalt in einem zweiten Messverfahren praziser bestimmt. Verwendet wurde hierfir
das Qubit™ Protein BR Assay Kit der Marke Invitrogen™ (siehe Tabelle 18 Fertigsysteme
(Kits)). Im Vergleich zum Messverfahren mittels NanoDrop weist dieses Verfahren eine hohere
Reproduzierbarkeit der Messwerte auf und verflgt ebenso Uber einen breiten dynamischen
Messbereich (0,1 — 20 mg/ml).

Dieses Kit erlaubt eine photometrische Proteinbestimmung des Probenmaterials, kalibriert
anhand von zwei (dem Kit beiliegenden) Standards. Das Messverfahren wurde nach den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt (siehe 6.8 Gebrauchsanweisung des verwendeten

QubitTM-Kits). Es erfolgten keine Abweichungen vom Protokoll.

2.2.4 Cardiolipin-ELISA Typ home made

Um die Bindungsspezifitat der in der Ig-Fraktion der Proband*innen enthaltenen
Autoantikérper zu prifen, wurde ein indirekter ELISA durchgefihrt. Hierfir wurde in
Annaherung an den verwendeten Standard angenommen, dass die Farbintensitat des
umgesetzten TMB-Substartes proportional zu dem spezifischen Bindungsverhalten der

Autoantikorper sei.

Herkdmmliche kommerzielle ELISA-Systeme zum Nachweis von aCL basieren i. d. R. auf
einem Testaufbau in Anwesenheit von sog. Kofaktoren (B2GPI als Serumprotein der

Patient*innenproben, siehe 1.2.6.4 Proteinaffinititschromatografie und B2GPIl). Da diese
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Arbeit das kofaktorunabhangige bzw. Lipid-bindende Antikérperaktivitat der aCL untersuchen
soll, wurde ein abgewandelter nicht-kommerzieller Cardiolipin-ELISA verwendet (Typ “home

made®).

2.2.4.1 Vorbereitungen der ELISA-Platten

Als Basis fungierte eine 96-Well-Platte des Herstellers Thermo Scientific (siehe Tabelle 14
Verbrauchsmaterialien) die Gber Nacht mit 2,5 ug Cardiolipin in Ethanol pro Well bei + 4 °C
inkubiert wurde. Die darauffolgenden Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgeflhrt. Alle Proben wurden zwecks besserer Vergleichbarkeit der Messwerte auf eine
Konzentration von 50 ug/ml mit PBS verdiinnt. Die Proben der Patient*innen wurden flr eine
Testung in Doppelbestimmung vorbereitet. Proben des Kontrollkollektivs wurden in

Einfachbestimmung aufpipettiert (ebenfalls auf 50 ug/ml verdinnt).

2.2.4.2 Durchfiihrung Cardiolipin-ELISA Typ home made

Alle nun folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur und (wenn nicht anders angegeben)

unter Verwendung von Volumina von 100 pl.

Die wie 2.2.4.1 Vorbereitungen der ELISA-Platten praparierte, mit Cardiolipin gecoatete
Mikrotiterplatte wurde mit einem hierflir angesetzten ELISA-Waschpuffer (PBS + 0,1 %
Tween20) am ELISA-Washer von der Uberstehenden Cardiolipin-Ethanol-Lésung gereinigt.
Zur Vermeidung einer unspezifischen Bindung wurden die Wells fur eine Stunde geblockt
(PBS + 1 % Tween20, 300 ul je Well). Die Blockingsolution wurde im Anschluss nicht mittels
ELISA-Washer entfernt, sondern lediglich aus der Mikrotitierplatte ausgeklopft. Daraufhin
wurden die Antikdrperldsungen aus dem Probenmaterial aufpipettiert (je 50 ul pro Well) und
fur eine Stunde inkubiert. Die Tabelle 20 Auftragung des Probenmaterials auf die Kavitaten

der ELISA-Mikrotitierplatte stellt das grundsatzlich angewendete Schema orientierend dar.

Tabelle 20 Auftragung des Probenmaterials auf die Kavitdten der ELISA-Mikrotitierplatte

1 | 2 3 | 4 5 | 6 7 | 8 9 | 10 11 12
A S1 P P P P NeKo | NeKo
B S2 P P P P NeKo | NeKo
C S3 P P P P NeKo | NeKo
D S4 P P P P NeKo | NeKo
E S5 P P P P NeKo | NeKo
F S6 P P P Blank | Blank | NeKo | NeKo
G P P P P NeKo | NeKo | NeKo | NeKo
H P P P P NeKo | NeKo | NeKo | NeKo

S1-S6 = Standardverdiinnungsreihe, P = Proben, PBS = Pufferblank, NeKo = Negativkontrollen
Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde ein HRP-gekoppelter Sekundarantikorper
(1:10.000 in PBS) im Sinne eines indirekten ELISAs aufgetragen. Dieser Sekundarantikdrper

ist in der Lage, die Fc-Region der gebundenen Antikdrper aus dem Probenmaterial zu
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detektieren. Sekundarantikérper, die nach einstiindiger Inkubationszeit keine Bindung

eingehen konnten, wurden in einem letzten Waschschritt entfernt.

Der Sekundarantikérper ist aufgrund seiner Kopplung an eine Peroxidase namensgebend fir
dieses Laborverfahren (engl. enzyme linked). Diesem Enzym wird nach Abschluss des letzten
Waschrittes sein Substrat (TMB-Substrat) angeboten. Wa&hrend einer flnfminatigen
Inkubationszeit in Dunkelheit setzt die Peroxidase ihr Substrat in einen blauen Farbstoff um.
Diese Katalyse wurde nach Uberschreiten der Finfminutenmarke mittels einer 2N
Schwefelsdure-Losung gestoppt, was einen Farbwechsel des Produktes von Blau zu Gelb
bewirkte. Durch photometrische Bestimmung der Absorption bei 450 nm (Referenz 620 nm)
im ELISA-Reader wurde die Quantifizierung des spezifischen Bindungsverhaltens der
aufgereinigten Autoantikérper des Patient*innenprobenmaterials méglich (siehe Tabelle 13

verwendete Laborgerate).

2.2.4.3 Auswertung

Der ELISA-Reader bestimmt die optische Dichte (OD) der in 2.2.4.2 Durchfiihrung erlduterten
Farbreaktion. Diese Rohdaten wurden in Microsoft Excel (Version 16.69) gesichert. Um eine
Vergleichbarkeit der Platten untereinander zu gewahrleisten, wurden die ODs mitmilfe der
jeweiligen Standardreihe in arbitrary units (AU) umgerechnet (vertiefend, siehe 2.2.5.1

MessgroRe der Optischen Dichte).

2.2.5 Methoden der statistischen Analyse

Dieses Kapitel bietet einen Uberblick (iber die statistischen Methoden und MessgréRen, die
zur Auswertung der experimentellen Daten herangezogen wurden. Die Ausfiihrungen dienen
der methodischen Vorbereitung; die konkreten Ergebnisse und deren Interpretation folgen in

Kapitel 3 Ergebnisse.

2.2.5.1 MessgroRe der Optischen Dichte

Wie bereits in 2.2.4.3 Auswertung liefert der Versuchsaufbau als Messgréfie die OD. Sie
fungiert als Mal fur die Abschwachung von Licht aufgrund der Passage durch Materie.
Rechnerisch fullt die OD auf dem dekadischen Logarithmus der Opazitat. Die Opazitat kann
in der Lehre der Optik als Gegenstuck zur Transparenz betrachtet werden. Es gilt: Je opaker

die Materie, desto lichtundurchlassiger ist sie (391).

Das dekadische Logarithmieren der Opazitat gibt demnach an, auf welchen Bruchteil der
urspriinglichen Beleuchtungsstarke das Licht durch den Durchtritt durch die Materie
abschwacht wird. Eine OD von 1 entspricht demnach einem Zehntel der urspringlichen

Beleuchtungsstarke, eine OD von 2 demnach einem Hundertstel usw. (392).
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2.2.5.2 Vergleichbarkeit Schaffen: Messgrofie der Arbitrary Units

Um eine Vergleichbarkeit verschiedener Testdurchlaufe des ELISA-Verfahrens tber mehrere
Mikrotiterplatten hinweg zu kreieren, wurde die Verwendung der AU angestrebt. Diese
willkiirliche Einheit (als Ubersetzung aus dem Englischen arbitrary unit: willkiirliche Einheit)
fult auf der Verwendung eines einheitlichen, gut untersuchten Standards, dessen
Messergebnisse aus einer Verdiunnungsreihe als Orientierungspunkte genutzt werden (393).
Die Verdlnnungsreihen des Standards konnten mittels einer linearen Gleichung grafisch
dargestellt werden. Die Abbildung 13 beispielhafte Verdiinnungsreihe des Standards HL5B
zeigt die grafische Darstellung einer solchen Verdunnungsreihe und die daraus resultierende

lineare Gleichung.

Verdinnungsreihe des Standards HL5B
(ELISA vom 15.09.22)

=
IS

y =0,005x - 0,0141,

Optische Dichte (OD)
o o o o L
o N ~ o)) [o0] = N

0 50 100 150 200 250 300

Konzentration in ug/mL

Abbildung 13 beispielhafte Verdiinnungsreihe des Standards HL5B

Nachfolgend wird das Augenmerk auf die Analyse der Werte der AU gerichtet, da dies dazu

beitragen kann, Bias der verschiedenen Testdurchlaufe zu minimieren.

2.2.5.3 Abgrenzung der Studienkollektive

Das Studienkollektiv der Negativkontrollen und jene der Studienproben sollten méglichst klar
abgegrenzt sein, damit die zugrunde liegende Fragestellung der Dissertation bearbeitet
werden kann. Folglich wurden alle Analysen der deskriptiven Statistik unter Beachtung der

Subgruppen durchgefihrt.

2.2.5.4 z-Standardisierung

Nachfolgend werden die Werte der Negativkontrollen auf Ausreif3er hin untersucht. Sprich, auf
Datenpunkte, die so stark von lhrem erwarteten Ergebnis abweichen, dass ihre Plausibilitat
infrage gestellt werden muss. Ein gangiges Verfahren, um diese Prifung durchzufihren, ist

die sog. z-Standardisierung.
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Mittels Standardnormalverteilung wurde die Analyse auf Ausreil3er initiiert. Hierflir wurde laut
Gauly davon ausgegangen, dass 95 Prozent der Werte zwischen -1,96 und 1,96 dieses
Analysetools liegen und 99 Prozent der Werte zwischen -2,58 und 2,58. Zunachst wird jeder
einzelne Wert der zu untersuchenden Variable z-standardisiert (siche Formel 1 z-
Standardisierung, wobei u den Stichprobenmittelwert darstellt (siehe Formel 2 arithmetisches
Mittel)).

Formel 1 z-Standardisierung

Formel 2 arithmetisches Mittel

Die gangigen Grenzen des Konfidenzintervalls wurden zur Einschatzung der
Ausreillerwahrscheinlichkeit herangezogen. Die Tabelle 21 Interpretation der z-Werte fasst

besagte Grenzen zusammen (394).

Tabelle 21 Interpretation der z-Werte

z-Werte Interpretation
1. =>-1,96 und <1,96 unbedenkliche, plausible Werte
2. <-1,96 und >1,96 potenzielle Ausreil3er
3. <-2,58 und >2,58 wahrscheinliche Ausreil3er
4. <-3,29 und >3,29 sehr wahrscheinliche Ausreil3er

2.2.5.5 Testung auf Normalverteilung
Um sich Zugang zu weiteren parametrischen Testverfahren der Statistik zu verschaffen,
wurden die Daten auf Normalverteilung gepruft.

2.2.5.5.1 Grafische Methode

Orientierend wurde zunachst ein Histogramm hinzugezogen, um einen ersten Eindruck der
Verteilung zu gewinnen. Genauere Einblicke ermdglichte das Erstellen von (trendbereinigten)

Quantil-Quantil-Diagrammen (Q-Q-Diagrammen).
2.2.5.5.2 Analytische Methode

Nach orientierender grafischer Darstellung wurden die Werte rechnerisch mittels Shapiro-Wilk-
Test und Kolmogorow-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet werden. Prinzipiell wird bei
diesen statistischen Signifikanztests von dem Vorliegen einer Normalverteilung (HO)

ausgegangen.

Bei einer Signifikanz oberhalb des 0,05-Schwellenwertes eines Signifikanzniveaus von 95

Prozent kann die Alternativhypothese (H1) verworfen werden und von einer Normalverteilung
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ist auszugehen. Es sei erwahnt, dass der Kolmogorow-Smirnov-Test aktuell kontrovers
diskutiert wird und ihm eine geringere Testpower als dem Shapiro-Wilk-Test zu geschrieben
wird (395, 396).

2.2.5.6 Testung auf Log-Normalverteilung

Im folgenden Schritt wurde eine Testung auf logarithmische Normalverteilung (kurz Log-
Normalverteilung) initiiert, welche sich fur viele naturwissenschaftliche MessgroRen eignet, da
multiplikative Zufallsprozesse berlcksichtigt werden kdénnen. Da die AU eine Messgrolie
darstellt, die sich auf Werte im positiven Bereich beschrankt, waren die Voraussetzungen fur
dieses Testverfahren erflllt (die AU beruht auf dem Messwert der OD, die OD stellt ein Mal}
fur die Abschwachung einer Strahlung dar; eine negative Abschwachung kann im

angewendeten Testverfahren nicht erfasst werden).

Die Werte der AU wurden mittels Logarithmus transformiert. Genutzt wurde hierflr die
folgende mathematische Grundlage (Formel 3 transformierte Zufallsvariable (Y), wobei (x) den

Ausgangswert darstellt).

Formel 3 transformierte Zufallsvariable

Y =1In(X)

Analog zur Vorgehensweise im Kapitel 2.2.5.5 Testung auf Normalverteilung wurden auch bei
der Testung auf Log-Normalverteilung ein Histogramm, die (trendbereinigten) Q-Q-

Diagramme, der Kolmogorow-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-Test zurate gezogen.

2.2.5.7 Auswahl der nicht-parametrischen Methoden

In den folgenden Analyseschritten wurden insbesondere sog. nicht-parametrischen Methoden
eingesetzt. Solche Methoden setzen keine Normalverteilung oder andere spezifische

Verteilungseigenschaften voraus.

2.2.5.7.1 Mann-Whitney-U-Test

Zur Analyse der zentralen Tendenz innerhalb der beiden Subkollektive der Negativkontrollen
und der Studienproben eignet sich als nicht-parametrische Methode der Mann-Whitney-U-Test
(als Pendant zum parametrischen t-Test). Hierfur werden die beiden Subgruppen als zwei
unabhangige Stichproben gewertet. In einem weiteren Schritt kann die Formel 4 Effektstarke
angewendet werden, um die Analyseergebnis besser einordnen zu kdnnen. N beschreibt die

Fallzahl und z den Korrelationskoeffizienten.

Mithilfe der in Tabelle 22 Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen (1992) kann fir die
ermittelte Effektgrenze im Anschluss eine orientierende Einordnung durchgefihrt werden
(397, 398).
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Formel 4 Effektstéarke r

z
r=|—
VN
Tabelle 22 Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen (1992)
Orientierende Effektgrenzen
Ab 0,1 schwach
Ab 0,3 mittel
Ab 0,5 stark
Quellen (397, 398)

2.2.5.7.2 Punktbiseriale Korrelation

Zur Prifung, ob die Gruppenzugehoérigkeit des Probenmaterials (Negativkontrollen vs.
Studienproben) mit einer Zu- oder Abnahme der OD-Werte und damit mit héheren bzw.
niedrigeren AU-Werten korreliert, eignet sich unter anderem die punktbiseriale Korrelation.
Wie eingangs dieses Kapitels erlautert, wird der AU-Wert als metrische Variable betrachtet,
wahrend die Gruppenzuweisung ein nominal skaliertes Merkmal darstellt. Fur diese
Kombination aus Skalentypen ist die punktbiseriale Korrelation ein geeignetes Verfahren.

Die punktbiseriale Korrelation lasst sich aus der Pearson-Korrelation herleiten und stellt keine
eigenstandige Malzahl dar, sondern st ein Spezialfall dieses gewoéhnlichen
Korrelationskoeffizienten ((399, 400) siehe Formel 5 punktbiseriale Korrelation; es gilt: QS =
Quadratsumme, n = Stichprobenumfang, p = Anteil der Untersuchungseinheiten mit der
positiven Auspragung des dichotomen Merkmals (umgekehrt: g = negative Auspragung)). Bei
richtiger Merkmalsskalierung errechnen neuere SPSS-Versionen automatisch die
punktbiseriale Korrelation anstelle der Pearson-Korrelation (399).

Formel 5 punktbiseriale Korrelation

Ip=1 — Ip=o
p=———Jn'pgq
V@s()

2.2.5.7.3 Eta-Koeffizient

Als Zusammenhangsmal} bietet sich der sog. Eta-Koeffizient an. Die Berechnung des Eta-
Koeffizienten basiert auf der Bildung von Kreuztabellen. Durch die Wertung des Eta-
Koeffizienten als Richtungsmal} (bei Annahme eines (geringen) gerichteten Zusammenhangs)
werden Riickschlisse auf die Abhangigkeit der Varianz (o2) der abhangigen Variable von der
unabhangigen nominalen Variable moglich (siehe Formel 6 Varianz). Dies erfolgt mittels

Quadrierens des Eta-Koeffizienten.

Formel 6 Varianz

n

0% = Z(xi — Wp;

i=1
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2.2.5.7.4 Chi-Quadrat

Eine Zuteilung in positive und negative Testergebnisse des Versuchsaufbaus erlaubt den
Zugang zu weiteren statistischen Verfahren und verwendet dementsprechend einen

qualitativen Analyseansatz.

Die qualitative Auswertung beruht auf der Erhebung eines Cut-offs bzw. einer sog.
Toleranzgrenze, die den Bereich festlegt, in dem Werte eine signifikante Bedeutung jenseits
des Zufalls erreichen. Grundlegend zur Cut-off-Ermittlung ist die Berechnung des Mittelwertes
(Formel 2 arithmetisches Mittel) mit anschlieBender Addition der dreifachen
Standardabweichung (Formel 7 Standardabweichung), also der Quadratwurzel der Varianz
(Formel 8 Cut-off).

Formel 7 Standardabweichung

7.1_ x-:fz
o7 (Bl

Formel 8 Cut-off

Co=x+3=x*s

Stellt man die AU-Werte der Studienproben in einem einfachen Punktdiagramm dar und flgt
den ermittelten Cut-off als Linie mit entsprechendem Schnittpunkt in der Ordinatenachse (x)
ein, so lasst sich orientierend ablesen, welche Studienproben AU-Werte oberhalb der
dreifachen Standardabweichung vorweisen. Nach dieser Anwendung des berechneten Cut-
offs auf die AU der Studienproben lasst sich dieses Kollektiv in zwei weitere Subkollektive
einteilen: Jenen Studienproben mit einem positiven Testergebnis (AU-Werte oberhalb des Cut-
offs) und in Studienproben mit negativem Testergebnis (AU-Werte unterhalb des Cut-offs). Die
Merkmalsskalierung in positiv und negativ wird in dieser Konstellation als nominale Skalierung
gewertet, ebenso die Zuteilung der Testergebnisse auf die Kollektive der Negativkontrollen

und der Studienproben.

Folglich bietet sich in dieser Situation die Durchfiihrung des sog. Chi-Quadrat-Tests an. Dieses
Testverfahren beruht auf der Bildung von Kreuztabellen und berechnet die quadrierten
Abweichungen der tatsachlichen Haufigkeiten (0;) von den erwarteten Haufigkeiten (E}) und

setzt dies wiederum mit den erwarteten Haufigkeiten in Verhaltnis.

n
XZ — E (0k - Ek)z
k=1 Ek

Formel 9 Chi-Quadrat-Berechnung
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Der Chi-Quadrat-Test zahlt zu den Hypothesentests. Die HO des Chi-Quadrat-Tests lautet,
dass es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen erwarteter und beobachteter
Haufigkeit gibt. Sollte sich ein signifikanter Unterschied errechnen, so lasst sich im Anschluss
die Effektstarke des Chi-Quadrat-Tests mittels Phi bzw. Cramer-V ermitteln (401). Da es sich
in dem vorliegenden Testaufbau um eine sog. 2 x 2 Kreuztabelle handelt, sind die Werte fir
Cramer-V und Phi identisch. Zwecks Ubersichtlichkeit wird nur eine Formel aufgefiihrt (siehe
Formel 10 Effektstarke Phi).

Formel 10 Effektstéarke Phi
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3 Ergebnisse

3.1 Vorbereitung der Daten: Prufung der Negativkontrollen

Da sich weitere statistische Verfahren an den Negativkontrollen orientieren, ist es sinnvoll,
diese Daten zunachst genauer zu betrachten. Gesunde Personen ohne thrombotische
Anamnese dienen als Negativkontrollen und werden verglichen mit Seren von Patient*innen

mit vendser Thrombose und nachgewiesenem aCL-Titer (Studienkollektiv).

Wie im Abschnitt 2.2 Methoden erlautert, wurden pro ELISA-Platte etwa 20 Kontrollseren in
Einfachbestimmung aufgetragen. Insgesamt bestand der hier verwendetet Pool der
Negativkontrollen aus 38 Seren. Da das ELISA-Verfahren funfmal durchgefuhrt wurde, wurden
die Kontrollseren alle in Mehrfachbestimmung Uber verschiedene Testplatten hinweg

ausgewertet (mind. Zweifachbestimmung, teilweise Dreifachbestimmung).

200,00
@AU 1. ELISA
@AU2 ELISA
@ AU 3. ELISA

150,00
100,00 °

e
° -y L
50,00 ..[ e . . .: [ 3 . e
°
« 8 ° ° o :o' °

®© o o e o
6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 28 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 42 43 44 45 48

Negativkontrollen

Abbildung 14 Ubersicht tiber die Verteilung der AU aller Negativkontrollen

3.1.1 Akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchfliihrung
Die Negativkontrolle von der Testperson mit dem Kirzel N38 sollte urspringlich in
Dreifachbestimmung in den Testaufbau einflieRen. Aufgrund eines Pippettierfehlers wurde der
Wert des ELISAs vom 14.09.2022 jedoch von der Auswertung ausgeschlossen. Somit wurde
die Negativkontrolle N38 in Zweifachbestimmung ausgewertet, um fehlerhafte
Wertebeeinflussungen zu vermeiden. Die Ubrigen Werte wurden entsprechend dem zuvor

beschriebenem Protokolls erhoben.

3.1.2 Mogliche Ausreilder detektieren

Mittels z-Standardisierung kann die Plausibilitat der Werte geprtift werden (siehe Abbildung 15
Ubersicht Gber die Verteilung aller z-Faktorwerte der Negativkontrollen sowie 2.2.5.4 z-
Standardisierung und Formel 1 z-Standardisierung). Wertet man die gangigen Grenzen des
Konfidenzintervalls als Cut-offs, so lassen sich finf Ergebnisse darstellen, die als nicht
uneingeschrankt plausibel gelten. Die nachfolgenden Streudiagramme zeigen die

berechneten  z-Faktor-Werte und markieren mithilfe ~ der  eingezeichneten
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Konfidenzintervallgrenzen, welche Werte potenzielle Ausreif3er darstellen (siehe Abbildung 16
Streudiagramm der z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Zweifachbestimmung und
Abbildung 17  Streudiagramm  der z-Faktorwerte der  Negativkontrollen in
Dreifachbestimmung). In der Tabelle 23 Messwerte der z-Werte der Negativkontrollen
oberhalb der gangigen Konfidenzintervallgrenzen werden diese potenziellen Ausreil’er

anschaulich zusammengefasst.
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Abbildung 15 Ubersicht iiber die Verteilung aller z-Faktorwerte der Negativkontrollen

Streudiagramm von z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Zweifachbestimmung

@ z-Faktorwert: AU 1. ELISA
@ z-Faktorwert: AU 2. ELISA
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Abbildung 16 Streudiagramm der z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Zweifachbestimmung
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Streudiagramm von z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Dreifachbestimmung

@ z-Faktorwert: AU 1. ELISA
@ z-Faktorwert: AU 2. ELISA
@ z-Faktorwert: AU 3. ELISA
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Abbildung 17 Streudiagramm der z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Dreifachbestimmung

Tabelle 23 Messwerte der z-Werte der Negativkontrollen oberhalb der gdngigen Konfidenzintervallgrenzen

Kiirzel z-Wert AU Platten-Nr. Interpretation
N17 4,15241 202,62 2 sehr wahrscheinlicher Ausreiler
N17 2,22494 | 59,5287 4 potenzieller Ausreiler
N25 2,34807 130,42 2 potenzieller Ausreiler
N31 2,82697 | 104,185 5 wahrscheinlicher Ausreiler
N31 1,99816 | 57,1379 3 potenzieller Ausreil’er

3.1.3 AusreilRer definieren

Vor der weiteren Datenanalyse wurden zwei Werte als Ausreiller definiert. Basis fur diese
Wahl stellt die oben beschriebene Vorgehensweise sowie die Tabelle 21 Interpretation der z-
Werte dar. Demnach wurden z-Werte, die mind. kleiner -2,58 und mind. groRer 2,58
(entsprechende Interpretation = wahrscheinlicher Ausrei’er) waren, als valide Ausreiler
gewertet, wohingegen z-Werte kleiner -1,96 und gréfRer 1,96 (entsprechende Interpretation =
potenzieller Ausreif3er) in die Analyseverfahren eingeschlossen wurden. Dies fasst die Tabelle
24 Definierte Ausreifder im Kollektiv der Negativkontrollen final zusammen. Hier wird auch der
Messwert aufgefiihrt, der aufgrund einer akzidentiell fehlerhaften Versuchsdurchfihrung
erhoben wurde und von dem weiteren Analyseverfahren ausgeschlossen wurde (siehe 3.1.1

Akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchflhrung).

Tabelle 24 Definierte Ausrei3er im Kollektiv der Negativkontrollen

Kiirzel z-Wert AU ELISA-Platte Interpretation
N17 4,15241 202,62 2 sehr wahrscheinlicher Ausreilter
N31 2,82697 | 104,185 5 wahrscheinlicher Ausreiler
N38 akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchfiihrung
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3.1.4 Argumentation hinter dem Ausschluss der Ausreil3er

Diese Entscheidung, einzelne Werte von dem Analyseverfahren auszuschlieRen, stitzt sich

auf drei Argumentationsansatze.

Erstens stellt die z-Standardisierung wie im Kapitel 3.1.2 Mdgliche Ausreil3er detektieren
beschrieben, eine etablierte Methode der Datenprifung dar. Die identifizierten z-Werte
Uberschreiten den festgelegten Schwellenwert von 2,58. Dieser Schwellenwert wurde als
Grenze definiet und konsequent angewendet (entsprechende Interpretation

= wahrscheinlicher Ausreiler = z-Werte kleiner -2,58 und gréer 2,58).

Zweitens hat die Wahl des Schwellenwerts Auswirkungen auf die anschliefenden
Analyseverfahren (siehe Tabelle 21 Interpretation der z-Werte). Eine zu hohe Schwelle kénnte
die Power der nachfolgenden statistischen Tests beeintrachtigen, da sie zu viele Werte
ausschliel3t (entsprechende Interpretation = sehr wahrscheinlicher Ausreil3er = z-Werte kleiner
als -3,29 oder grofRer als 3,29). Eine zu niedrige Schwelle kdnnte hingegen die Plausibilitat der
Messreihe gefahrden, da sie zu viele Werte zur Analyse zulasst (entsprechende Interpretation

= potenzieller Ausreil3er = z-Werte kleiner als -1,96 oder gréRer als 1,96).

Drittens kann diese Entscheidung auch mithilfe des Versuchsaufbaus argumentativ bestarkt
werden: Die Negativkontrollen wurden alle in Zweifach- und teilweise sogar in
Dreifachbestimmung ausgewertet, was durch die Redundanz einen zusatzlichen Ansatz zur

Uberprifung der Plausibilitat der Werte bietet.

3.2 Deskriptive Statistik

In diesem Kapitel werden die in 2.2.5 Methoden der statistischen Analyse beschriebenen
Verfahren zur deskriptiven Statistik auf die erhobenen AU-Werte angewendet. Die
nachfolgenden Auswertungen dienen der strukturierten Darstellung der
Verteilungseigenschaften, ohne bereits Rickschlisse auf die zentrale Hypothese zu ziehen.

Letzteres wird im Kapitel 3.3 Explorative Statistik umgesetzt.

3.2.1 Lagemalde

Hauptaugenmerk der statistischen Auswertung lag auf der KenngréRe der AU. Zur
einfihrenden Datenanalyse wurden nachfolgend die gangigen Lagemafle der AU in den

beiden Subgruppen bestimmt. Grafisch werden diese Daten in der

Abbildung 18 Boxplot: Vergleich der AU-Mittelwerte der beiden Subgruppen

zusammengefasst.

59



Ergebnisse

Tabelle 25 Lagemale AU: Negativkontrollen

Mittelwert AU
N Gultig
Fehlend
Mittelwert
Median
Std.-Abweichung
Varianz
Minimum

Maximum

38
0

37,5722
34,4678
14,35900
206,181
12,58
82,85

a. Zuteilung Negativkontrollen vs.

Proben = Negativkontrolle

Tabelle 26 Lagemal3e AU: Studienproben

Mittelwert AU

N Gultig 132

Fehlend 0
Mittelwert 45,3594
Median 43,7755
Standardabweichung 22,39289
Varianz 501,442
Schiefe 1,143
Standardfehler der Schiefe 0,211
Kurtosis 2,427
Standardfehler der Kurtosis 0,419
Minimum 6,35
Maximum 139,38
Perzentile 25 30,9276

50 43,7755

75 53,7369
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Zuteilung Negativkontrollen vs. Proben

Abbildung 18 Boxplot: Vergleich der AU-Mittelwerte der beiden Subgruppen

3.2.2 Testung auf Normalverteilung
Wie bereits im Methodenteil beschrieben, erfolgte Testung auf Normalverteilung zunachst
mittels grafischer Methoden und im Anschluss mittels analytischer Methoden (siehe: 2.2.5.5

Testung auf Normalverteilung). Hierbei wurde (aufgrund der Zweifach- bzw.

Dreifachbestimmung) i. d. R. der Mittelwert der AU der jeweiligen Probe angewendet.
3.2.2.1 Testung auf Normalverteilung: Grafische Methodik

Zur initialen Einschatzung der Verteilung wurde ein Histogramm erstellt. In Abbildung 19
Histogramm Mittelwert AU beider Subgruppen ist =zusatzlich die theoretische
Normalverteilungskurve dargestellt.
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Zuteilung Negativkontrollen vs. Proben

Studienprobe Negativkontrolle
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Abbildung 19 Histogramm Mittelwert AU beider Subgruppen

Zur praziseren Interpretation wurden (trendbereinigte) Q-Q-Diagramme erstellt, wie in der
nachfolgenden Tabelle dargestellt. Den Q-Q-Diagrammen ist zu entnehmen, dass stets eine

Werteabweichung von der idealen Verteilung vorliegt, was als Hinweis gegen eine
Normalverteilung gewertet werden kann.
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Tabelle 27 (trendbereinigte) Q-Q-Diagramme zur Testung auf Normalverteilung

Studienproben Negativkontrollen
Q-Q-Diagramme Q-Q-Diagramme
von Gruppe= Studienprobe von Gruppe= Negativkontrolle
.
.
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3.2.2.2 Testung auf Normalverteilung

: Analytische Methodik

Als analytisches Verfahren wurde der Shapiro-Wilk Test zur Testung auf Normalverteilung

angewendet. Wie in der nachfolgenden Tabelle farblich unterlegt, konnten beide Subgruppen

keine Signifikanz oberhalb der 0,05-Marke nachweisen (siehe Tabelle 28 Analytische

Methodik: Tests auf Normalverteilung).

Tabelle 28 Analytische Methodik: Tests auf Normalverteilung

Tests auf Normalverteilung

Zuteilung Kolmogorow-Smirnov Shapiro-Wilk

Negativkontrollen VS.

Proben Statistik df Signifikanz | Statistik df Signifikanz
Mittelwert AU Studienprobe 0,118 132 0,000 0,932 132 0,000

Negativkontrolle 0,142 38 0,051 0,936 38 0,032
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Zusammenfassend konnten weder die grafischen noch die analytischen Methoden eine
Normalverteilung in den Subgruppen nachweisen. Demnach wurde die statistische

Datenanalyse dieser Dissertation mithilfe von nicht-parametrischen Verfahren durchgefiihrt.

3.2.2.3 Testung auf Log-Normalverteilung

Eine weiterfuhrende Testung auf Log-Normalverteilung wurde ebenfalls durchgefuhrt, lieferte
jedoch keine Ergebnisse, die die nachfolgende Testverfahrenauswahl gedndert hatte (es liel
sich kein Zugang zu parametrischen Analyseverfahren erschlieRen). Details hierzu konnen
dem Anhang im Abschnitt 6.9 WeiterflUhrende Informationen zu der Testung auf Log-

Normalverteilung entnommen werden.

3.3 Explorative Statistik

Die AU weist als Messniveau eine metrische Skala auf. Dies beruht auf einer sinnvollen Metrik
innerhalb der Werteordnung, inklusive eines naturlichen Nullwertes. Dementsprechend

ermoglichte sich eine Betrachtung der AU als quantitative Variable.
3.3.1 Quantitative Analyse
3.3.1.1  Mann-Whitney-U-Test

Der Mann-Whitney-U-Test beruht auf der Bildung von Rangen der abhangigen Variable (AU)
und ist dementsprechend verteilungsunabhangig (siehe: Tabelle 29 Rangbildung: Mann-
Whitney-U-Test).

Tabelle 29 Rangbildung: Mann-Whitney-U-Test

Réange
Zuteilung Negativkontrollen
vs. Proben N Mittlerer Rang Rangsumme
Mittelwert AU Studienprobe 132 89,97 11876,00
Negativkontrolle 38 69,97 2659,00
Gesamt 170

Wie in Tabelle 30 Mann-Whitney-U-Testergebnis dargestellt, konnte mittels dieser Methode
eine asymptotische Signifikanz von 0,027 ermittelt werden. Da beide Subgruppen
zusammengenommen mehr als 50 Falle aufweisen, ist die asymptotische Signifikanz der
exakten Signifikanz Uberlegen (394). Folglich musste bei einer Verwerfungsgrenze von
alpha = 0,05 die Alternativhypothese angenommen werden: Ein Unterschied zwischen der

zentralen Tendenz der beiden Gruppen ist anzunehmen.
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Tabelle 30 Mann-Whitney-U-Testergebnis

Statistik fiir Tests Mittelwert AU
Mann-Whitney-U 1918,000
Wilcoxon-W 2659,000
z -2,207
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,027

Nach Anwendung der Formel 4 Effektstarke und Interpretation anhand Tabelle 22
Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen (1992) konnte die Effekistarke des
vorliegenden Falls als schwach gewertet werden ((0,1 <r < 0,3) siehe: Formel 11 Effektstarke
des Mann-Whitney-U-Tests bei einer asymptotischen Signifikanz von 0,027 und 2.2.5.7.1
Mann-Whitney-U-Test).

Formel 11 Effektstarke des Mann-Whitney-U-Tests bei einer asymptotischen Signifikanz von 0,027

z | _ |—2,206817

N B T

r= | = 0,1692551375793187

3.3.1.2 Punktbiseriale Korrelation

Die punktbiseriale Korrelation ermittelt fir die oben genannten Variablen eine Signifikanz,
sprich einen p-Wert, von 0,044 (siehe Tabelle 31 punktbiseriale Korrelation: Vergleich AU und
Gruppenzuteilung). Dieser p-Wert liegt unter der Verwerfungsgrenze (alpha = 0,05). Folglich,
kann die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angewendet werden (siehe
2.2.5.7.2 Punktbiseriale Korrelation). Das Ergebnis der punktbiserialen Korrelation kann somit
als Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Gruppenzuteilung und Werteerhéhung der

AU eingeordnet werden.

Tabelle 31 punktbiseriale Korrelation: Vergleich AU und Gruppenzuteilung

Korrelationen

Zuteilung
Negativ-
kontrollen vs.
Proben Mittelwert AU
Zuteilung Negativkontrollen Korrelation nach Pearson 1 -0,154
vs. Proben
Signifikanz (2-seitig) 0,044
N 170 170
Mittelwert AU Korrelation nach Pearson -0,154 1
Signifikanz (2-seitig) 0,044
N 170 170
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Der Korrelationskoeffizient k dieser Methode betragt in diesem Fall k = -0,154, ist also negativ.
Demnach kann ein negativer linearer Zusammenhang beschrieben werden. D. h. dass mit
dem Ubergang vom Kollektiv der Studienproben zu dem Kollektiv der Negativkontrollen eine
AU-Abnahme erfolgt. Es gilt: Die Zunahme der einen Variable hangt mit der Abnahme der
anderen Variable zusammen (die Zuteilung ist wie folgt codiert: 1 = Studienproben,
2 = Negativkontrollen). Wenn ein Gruppenwechsel von der Variable Studienproben zu
Negativkontrollen erfolgt (also eine nummerische Zunahme von 1 auf 2), dann sinkt folglich
die AU (negativer signifikanter Korrelationskoeffizient (r = -0,154 bei p < 0,05)). Auf das
zugrunde liegende Testverfahren projiziert bedeutet dies, dass die optische Signalstarke (als

Reprasentation der Antigen-Antikérper-Wechselwirkung) abnimmt.

Da keine fachspezifischen Effektstarkegrenzen zur Verfiigung standen, wurde eine Ermittlung
der Effektstarke erneut mittels Tabelle 22 Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen
(1992) orientierend durchgeflihrt (siehe Formel 12 Effektstarke der punktbiserialen Korrelation
bei einem Korrelationskoeffizienten von ca. -0,154). Demnach wird der punktbiserialen
Korrelation ein negativer Zusammenhang zwischen AU-Wert und Gruppenzugehoérigkeit
(Studienproben vs. Negativkontrollen) erhoben, wenngleich bei schwacher Effektstarke (r <
0,1).

Formel 12 Effektstéarke der punktbiserialen Korrelation bei einem Korrelationskoeffizienten von ca. -0,154

z |_0’154346| 0,0118377978168636
r=|—|=|——| = —0,
VN V170

3.3.1.3 Eta-Koeffizient

Es errechnet sich ein Eta-Koeffizient von ca. 0,154 (siehe Tabelle 32 Eta-Koeffizient als
Richtungsmalfs. Dieser Wert spricht flr eine vorhandene, wenn auch geringe

Ruckschlussmaéglichkeit auf den Wert der AU anhand der Gruppenzuteilung.
Tabelle 32 Eta-Koeffizient als Richtungsmal3

Richtungsmale

Wert
Nominal bezuglich Intervall Eta Mittelwert AU abhangig 0,154346
Zuteilung Negativkontrollen vs. 1,000

Proben abhangig

Mittels Quadrierens des Eta-Koeffizienten lasst sich folgende Schlussfolgerung aufstellen:
Durch die Gruppenzuteilung lassen sich ca. 2,34 % der Varianz (¢2) der metrischen Variable

der AU erklaren (siehe Formel 13 Quadrierung von Eta). Hier bietet sich ein Hinzuziehen der
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Tabelle 25 LagemalRe AU: Negativkontrollen und der Tabelle 26 Lagemale AU:

Studienproben an.

Formel 13 Quadrierung von Eta

Etaz = 0,1543462 = 0,023822687716

3.3.2 Qualitative Datenanalyse

Die qualitative Datenanalyse wurde parallel zur quantitativen durchgefiihrt. Beide Ansatze
fuhrten zu weitgehend Ubereinstimmenden Ergebnissen, was die Plausibilitdt der gesamten

Testmethoden unterstreicht.

3.3.2.1 Cut-off definieren

An dieser Stelle sei an die Formel 8 Cut-off aus dem Abschnitt 2.2.5.7.4 Chi-Quadrat
verwiesen. Die bendétigten Lagemale sind der Tabelle 25 Lagemalie AU: Negativkontrollen

und der

Abbildung 18 Boxplot: Vergleich der AU-Mittelwerte der beiden Subgruppen zu entnehmen.
Nach Anwendung der oben genannten Formel liel3 sich der Cut-off demnach bei ca. 80,65
berechnen (siehe: Formel 14 Cut-off-Berechnung anhand der Lagemale der

Negativkontrollen).

Formel 14 Cut-off-Berechnung anhand der Lagemal3e der Negativkontrollen

Co= x+3*s=37572186 + 3 * 14,358997= 80,649177

3.3.2.2 Anwendung des Cut-offs auf die Studienproben

Das nachfolgende Streudiagramm stellt die Mittelwerte der AU-Werte aller Studienproben dar.
Zusatzlich ist der errechnete Cut-off von ca. 80,65 als Marke eingezeichnet (siehe: 3.3.2.1 Cut-

off definieren). Werte oberhalb des Cut-offs sind im Streudiagramm beschriftet.

Streudiagramm inkl. Cut-Off nach Anwendung der oberen Hiirde der Ausreiier-Definitionm
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Abbildung 20 Streudiagramm der AU-Mittelwerte mit Cut-off-Markierung
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3.3.2.3 Chi-Quadrat

Mithilfe dieses Tests wird die Fragestellung behandelt, ob die Unterschiede in den

Haufigkeiten ,positiver® bzw. ,negativer” Werte (entsprechend oberhalb oder unterhalb des

Cut-offs) stark von den zu erwarteten Werten abweichen oder denen dhneln. Diese Rechnung
fullt auf der Bildung einer 2x2-Kreuztabelle (siehe Tabelle 33 Kreuztabelle Chi-Quadrat-Test).

Tabelle 33 Kreuztabelle Chi-Quadrat-Test

Zuteilung Negativkontrollen vs. Proben * Nominale Variable in Positiv und Negativ Kreuztabelle

Nominale Variable in Positiv und Negativ

negatives positives
Testergebnis Testergebnis
(<69,896551) (>69,896551) Gesamt
Zuteilung Studien- Anzahl 117 15 132
Negativkontrollen vs. probe
Proben Erwartete 119.,6 12.4 132.,0
Anzahl
Negativ- Anzahl 37 1 38
kontrolle
Erwartete
Anzahl 34,4 3,6 38,0
Gesamt Anzahl 154 16 170
Erwartete 154,0 160| 1700
Anzahl

Statistisch gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen erwarteter und beobachteter

Haufigkeit (siehe: Tabelle 34 Chi-Quadrat-Test). Entsprechend wurde die Nullhypothese

beibehalten. Bei einer erwarteten Zahlhaufigkeit kleiner finf wurde der exakte Test nach Fisher

herangezogen, wobei die zweiseitige exakte Signifikanz entscheidend ist.
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Tabelle 34 Chi-Quadrat-Test

Chi-Quadrat-Test

Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz (2- | Signifikanz (1-
Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 2,639 0,104
Kontinuitatskorrektur 1,714 0,190
Likelihood-Quotient 3,349 0,067
Exakter Test nach Fisher 0,126 0,087
IZusammenhang linear-mit- 2623 0,105
inear
Anzahl der giiltigen Falle 170
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4 Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse im Hinblick auf die in Kapitel 1.3 Zielsetzung dieser
Dissertation formulierte Fragestellung analysiert und diskutiert. Im Fokus stand die Frage, ob
sich Hinweise auf eine Verbindung zwischen Lipid-bindenden aCL und vendsen Thrombosen
finden lassen. Entsprechend wurde hypothesengeleitet ein negativer Zusammenhang

zwischen einem erhdhten AU-Wert und einer leeren Thromboseanamnese postuliert.

4.1 Interpretation und Kontextualisierung der Ergebnisse

Die zentralen Ergebnisse der Arbeit sind in Abbildung 21 Linearer Zusammenhang:
Gruppenzugehdrigkeit und AU-Wert stark vereinfacht dargestellt. Die Analyse zeigte eine
statistisch signifikante, jedoch lediglich schwach ausgepragte Assoziation zwischen
Antikérperbindung und Thromboseanamnese (r = -0,154; p < 0,05; siehe u. a.: Tabelle 31
punktbiseriale Korrelation: Vergleich AU und Gruppenzuteilung). Damit bleibt die Effektstarke

hinter den in der zentralen Hypothese formulierten Erwartungen zurtck.

= Linearer Zusammenhang: Gruppenzugehorigkeit und AU-Wert
>
-:i_‘o Haufiger
=
@
I \
2
2 \
-
Q
8 Seltener
3 niedrig maBig hoch
@ AU-Werte
=Negativkontollen Studienkollektiv

Abbildung 21 Linearer Zusammenhang: Gruppenzugehdrigkeit und AU-Wert

Diese Diskrepanz zwischen theoretischer Erwartung und empirischem Befund bildet den
Ausgangspunkt der folgenden Diskussion. Grundsatzlich lassen sich zwei
Erklarungsrichtungen unterscheiden. Einerseits methodische Ursachen: Die schwache
Assoziation konnte auf technische Limitationen des Versuchsdesigns zurlckzufuhren sein.
Andererseits inhaltliche bzw. hypothesenbezogene Ursachen: Die Hypothese selbst kénnte in
Teilen nicht zutreffen. Dies wirde bedeuten, dass Lipid-bindende aCL mdglicherweise nicht in
dem vermuteten MalRe zur Thromboseentstehung beitragen oder dass weitere, bislang nicht

bertcksichtigte Einflussfaktoren eine grofiere Rolle spielen.

Vor diesem Hintergrund werden die folgenden Unterkapitel systematisch beide Blickwinkel
beleuchten: Zunachst methodische Aspekte mit mdglichem Optimierungspotenzial,
anschlieend inhaltliche Argumente fir oder gegen die Hypothese. Ziel ist es, auf dieser
Grundlage zu einer differenzierten Bewertung zu gelangen. Sei es im Sinne einer Verwerfung

der Hypothese oder einer begriindeten Empfehlung fur weiterfihrende Untersuchungen.
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4.2 Studieninterne Methodenkritik und Limitierung des

Versuchsaufbaus

Die Interpretation der Ergebnisse erfordert eine kritische Betrachtung der Methodik,
insbesondere des eingesetzten Cardiolipin-ELISAs Typ home made, der Probenauswahl und

der Datenerhebung. Im Folgenden werden zentrale methodische Limitationen aufgefthrt.

4.2.1 Ausschluss sog. Kofaktoren als konzeptionelle Limitation

Far den Nachweis Lipid-bindender aCL stehen weder kommerziell verfugbare Assays noch
publizierte Protokolle zur Verfugung. Daher war die Entwicklung eines eigenen Testsystems
erforderlich. Der hier eingesetzte Cardiolipin-ELISA Typ home made stellt eine Methode dar,
Lipid-bindende aPL gezielt zu detektieren. Im Gegensatz zu etablierten Routinetests, die
vollstédndiges Patient*innenserum einsetzen und dadurch B2GPI als Kofaktor in das System
einbringen, basiert dieser Ansatz bewusst auf der isolierten Immunglobulinfraktion. Der
gezielte Ausschluss von B2GPl ermdglicht eine prazisere Analyse Lipid-bindender aCL,
markiert jedoch zugleich eine konzeptionelle Limitation, da die Vergleichbarkeit mit

Standardassays eingeschrankt bleibt.

4.2.2 Technische Limitationen

Cardiolipin ist chemisch instabil und anfallig fir Oxidation sowie thermischen Zerfall. Die
Eigenbeschichtung der Platten kann zu intra- und interassaybedingter Variabilitat fUhren. Zur
Optimierung der Vergleichbarkeit wurde der monoklonale aCL als Standard verwendet (siehe
2.2.1.3 Auswahl des Standards). Eine standardisierte Reproduzierbarkeit ist darlber hinaus

nur eingeschrankt gewahrleistet.

4.2.3 Interferenzen und unspezifische Bindungen

Zur Kontrolle des Hintergrundsignals wurden pro Platte zwei sog. Blanks mitgefuhrt.
Spezifitatskontrollen im engeren Sinne (bspw. Isotypkontrollen, kompetitive ELISAs oder sog.
No-Coating-Kontrollen) erfolgten nicht. Unspezifische Bindungen, etwa durch polyreaktive
IgG, kénnen somit nicht ausgeschlossen werden. Zur allgemeinen Reduktion unspezifischer

Bindungen wurde eine Standard-Blocking-Lésung (PBS) eingesetzt.

4.2.4 Validierung und Vergleichbarkeit mit bestehenden Testsystemen

Ein direkter Vergleich des Studienmaterials mit kommerziellen Standardtests wurde nicht
durchgeflihrt. Alle Proben wiesen zuvor im Routinelabor der UM in einem CLIA-basierten
Verfahren der Firma Werfen einen positiven aPL-Titer auf. Die fehlende Vergleichbarkeit ist
relativierbar, da bislang kein anerkannter Goldstandard fir die APS-Diagnostik existiert (siehe
vertiefend dazu: 4.3 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme). Samtliche

verfugbaren Assays fur aCL enthalten B2GPI und binden deshalb sowohl aCL als auch ap2GPI
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(siehe 1.2.7.4 Effekt von Hinzugabe bzw. Ausschluss von sog. Kofaktoren auf den aCL-
ELISA).

4.2.5 Limitationen der Probenselektion

Die Gruppenbildung erfolgte anhand klar definierter Ein- und Ausschlusskriterien (siehe
Methoden und Anhang). Ein gewisser subjektiver Entscheidungsspielraum bleibt jedoch
moglich. Zudem konnten therapiebedingte Einflisse, individuelle Faktoren oder
Komorbiditaten die Messergebnisse beeinflusst haben. Eine stratifizierte Auswertung nach
demografischen oder klinischen Variablen erfolgte nicht, konnte jedoch Gegenstand

zukuinftiger Analysen sein.

4.3 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme

Die in Kapitel 4.2 dargestellten methodischen Limitationen beziehen sich primar auf das in
dieser Arbeit eingesetzte Testverfahren. Uber die studieninternen Aspekte hinaus zeigen
jedoch auch etablierte kommerzielle ELISA-Systeme vergleichbare Schwachen. Diese
betreffen insbesondere Reproduzierbarkeit, Kalibrierung und Schwellenwertdefinitionen und
verdeutlichen, dass die diagnostischen Herausforderungen systemischer Natur sind. Im

Folgenden werden diese Grenzen der aktuellen Nachweisverfahren skizziert.

4.3.1 Variabilitat zwischen Laboratorien und Testsystemen

Etablierte ELISA-Systeme zur aPL-Diagnostik weisen eine hohe interlaborative Variabilitat auf
(97, 402-406). Vergleichsstudien und Ringversuche zeigen, dass identische Proben in
verschiedenen Laboren zu stark abweichenden Titern fuhren koénnen (siehe 6.10
Weiterfihrende Informationen zu den systemischen Grenzen aktueller aPL-Testsysteme).
Diese mangelnde Standardisierung limitiert die Vergleichbarkeit von Studien und erschwert

die klinische Interpretation.

4.3.2 Kalibrierungsproblematik

Einen international anerkannten Referenzstandard oder einen Goldstandard fur die aCL-
Testung existiert bislang nicht. Die verfugbaren Kalibrierungsansatze (bspw. Harris- oder
Koike-Standards) sind jeweils mit methodischen Einschrankungen behaftet und bilden die
polyklonale Vielfalt der Antikérperreaktionen im APS nur unzureichend ab. Details zu diesen
Standards und ihren Grenzen sind im Anhang dargestellt (siehe 6.10 Weiterfuhrende

Informationen zu den systemischen Grenzen aktueller aPL-Testsysteme).

4.3.3 Schwellenwerte und diagnostische Risiken

Die aktuellen ACR/EULAR-Kriterien setzen feste Schwellenwerte fur aPL-Titer. Diese

Einteilung beruht jedoch Uberwiegend auf Untersuchungen mit einzelnen Assay-Systemen
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und ist nicht methodentbergreifend validiert. Angesichts der hohen Variabilitdt und fehlenden
Standardisierung besteht die Gefahr von Fehleinschatzungen. Alternative Ansatze wie lokal
definierte Referenzbereiche oder Perzentil-basierte Cut-offs erscheinen theoretisch
geeigneter, sind jedoch praktisch schwer umzusetzen (siehe 6.10 Weiterfuhrende

Informationen zu den systemischen Grenzen aktueller aPL-Testsysteme).

4.3.4 Zwischenfazit

Die diagnostischen Schwachen etablierter ELISA-Verfahren sind systemischer Natur und nicht
auf die vorliegende Arbeit beschrankt. Die fehlende Standardisierung betrifft vor allem die
quantitative Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Studien. Vor diesem
Hintergrund sind die hier erhobenen Befunde im Kontext dieser methodischen Unsicherheiten

zu interpretieren.

4.4 Hypothetisches optimales Nachweisverfahren Lipid-bindender aCL

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, wie ein diagnostisches Verfahren gestaltet
sein musste, das Lipid-bindende aCL zuverlassig und unabhangig von B2GPI erfasst. Das
folgende Kapitel diskutiert mdgliche Merkmale eines hypothetischen, optimalen
Nachweissystems, das Uber die methodischen Grenzen etablierter ELISA-Formate

hinausgeht.

Ein optimales Nachweisverfahren misste zwingend den Einfluss von B2GPI eliminieren, um
sicherzustellen, dass gemessene Antikdrperaktivitat tatsachlich auf Lipid-bindende aCL und
nicht auf aB2GPI zurtickzufiihren ist (siehe 1.2.7.4 Effekt von Hinzugabe bzw. Ausschluss von
sog. Kofaktoren auf den aCL-ELISA).

Eine Mdglichkeit bestlinde darin, die Immunglobuline vollstandig Uber Protein-A- oder Protein-
G-Affinitdtssaulen aufzureinigen. Dieses Vorgehen wirde garantieren, dass kein B2GPI aus
dem Serum in den Test gelangt und im Eluat ausschlief3lich Antikdrper vorliegen. Damit liel3e
sich die Unterscheidung zwischen Lipid-bindenden aCL und 2GPI-abhangigen Antikdrpern
experimentell eindeutig realisieren. Aufgrund des erheblichen zeitlichen und finanziellen

Aufwands ist dieses Verfahren fir die Routinediagnostik jedoch kaum geeignet.

Fur den klinischen Alltag erscheint daher ein automatisiertes, CLIA-basiertes Verfahren

realistischer. Ein denkbares zweistufiges Format konnte folgendermafien aussehen:

1. Praanalytische Separation: Entfernung von B2GPI und apB2GPI-Komplexen, bspw.
durch Immunadsorption an eine mit immobilisierten anti-B2GPI-Fab beschichtete
Festphase mit magnetischer Trennung. Verwendung eines Verdunnungspuffers ohne

Serumzusatze (zum konsequenten Ausschluss von B2GPI aus dem Testverfahren).
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2. Analytische Messung: Detektion der verbleibenden Lipid-bindenden aCL gegen

Cardiolipin in einem standardisierten CLIA-System

Auf diese Weise ware eine gezielte Erfassung Lipid-bindender aCL mdglich, ohne dass die

Messergebnisse durch B2GPI oder ap2GPI beeinflusst werden.

4.5 Hypothesenpriifung: Pathogenes Potenzial Lipid-bindender aCL

Mit der Analyse der studieninternen Limitationen sowie der generellen Schwachen aktueller
Nachweisverfahren (Kapitel 4.2 bis 4.4) ist der methodische Erklarungspfad abgeschlossen.
Im Folgenden richtet sich der Fokus auf inhaltliche bzw. hypothesenbezogene Ursachen: Die
Frage, ob Lipid-bindende aCL unabhangig von methodischen Einschrankungen ein

pathophysiologisch relevantes Potenzial im beobachteten Studienkollektiv besitzen.

4.5.1 Empirische Grundlage und erste Hinweise

Die geringe Effektstarke erlaubt keine individualdiagnostische Trennscharfe. Gleichwohl zeigt
der B2GPI-freie Cardiolipin-ELISA eine messbare Antikérperbindung und widerspricht damit
der strikten, in Primarquellen von McNeil und Galli et al. postulierten Kofaktorabhangigkeit.
Das spricht flir das Vorliegen einer Lipid-bindenden aCL-Subpopulation im
Thrombosekollektiv, deren pathophysiologische Relevanz nicht ausgeschlossen werden kann.
Insofern wird die Hypothese nicht widerlegt, sondern auf einen kontextabhangigen

Mechanismus mit geringer Effektgroe eingegrenzt.

4.5.2 Biologische Plausibilitat

Die biologische Plausibilitat einer Beteiligung Lipid-bindender aCL am Pathomechanismus des
APS ist durch zahlreiche experimentelle Befunde hinreichend belegt (siehe 1.2.8
Pathophysiologie). Insbesondere in autoimmunologischen Prozessen wirken Antikdrper selten
isoliert, sondern entfalten ihre Effekte im Zusammenspiel mit weiteren humoralen oder
zellularen Signalwegen. Auch eine schwache, aber kontinuierliche Antigenbindung kann in
diesem Kontext mechanistisch relevant sein, etwa durch additive oder kumulative Effekte. Die
in dieser Arbeit nachgewiesene Antikorperaktivitat ist daher trotz geringer Effekistarke

konsistent mit den bestehenden pathophysiologischen Konzepten.

4.5.3 Pathogenetische Relevanz oder Epiphanomen

Die in Kapitel 4.5.2 dargestellten Befunde und Vorarbeiten belegen eindeutig, dass Lipid-
bindende aCL grundsatzlich pathophysiologisch wirksam sein kdnnen. Offen bleibt jedoch die
Frage, ob die in dieser Arbeit gemessene Antikérperaktivitat im Studienkollektiv tatsachlich
einen kausalen Beitrag zur Thromboseentstehung leistet oder ob sie lediglich ein

Epiphanomen einer unspezifischen Immunaktivierung ist.
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Ein zentrales Argument ergibt sich aus der Lues. Patient*innen mit Syphilis weisen haufig hohe
Titer Lipid-bindender aCL auf, zeigen jedoch kein generell erhéhtes Risiko flr vendse
Thrombosen. Dies konnte als Hinweis darauf verstanden werden, dass aCL in diesem Kontext
primar epiphanomenal auftreten, etwa als Begleitreaktion systemischer Inflammation oder

infektioser Komorbiditat.

Gleichzeitig wirft die Neurosyphilis neue Fragen auf: Klinisch treten hier Manifestationen wie
progressive Paralyse (mit motorischen und psychiatrischen Symptomen), Tabes dorsalis
(degenerative Ausfalle des Rlckenmarks) oder apoplexdhnliche (Hemi-)Paresen auf.
Angesichts des experimentell nachgewiesenen thromboembolischen Potenzials Lipid-
bindender aCL stellt sich die Frage, ob diese neurologischen Symptome (zumindest teilweise)

nicht doch Folge thrombotischer Ereignisse im ZNS oder der Mikrozirkulation sind.

Damit zeigt das Beispiel der Neurosyphilis exemplarisch die Schwierigkeit der Abgrenzung:
aCL koénnen sowohl epiphanomenal als auch pathogenetisch relevant sein. Die genaue

Gewichtung bleibt kontextabhangig und erfordert weitere Studien.

4.5.4 Kausalanalyse nach Bradford-Hill

Die Bradford-Hill-Kriterien bieten ein etabliertes Instrument, um den Ubergang von einer
beobachteten Assoziation zu einer kausalen Interpretation zu prifen. Fir das untersuchte
Kollektiv lassen sich einzelne Aspekte anfiihren, insbesondere die biologische Plausibilitat

sowie eine gewisse Koharenz mit publizierten Daten.

Demgegenuber bleiben zentrale Kriterien unzureichend erfullt: Die Effektstarke ist gering, eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung ist nicht nachweisbar, und das Fall-Kontroll-basierte
Studiendesign erlaubt keine Prufung von Temporaritat oder Interventionswirkungen (siehe

6.11 WeiterfUhrende Informationen zu der Kausalanalyse nach Bradford-Hill).

Zusammenfassend bleibt die kausale Deutung Lipid-bindender aCL fur behandlungsbedurftige
Thrombosen im Studienkollektiv spekulativ. Die Bradford-Hill-Kriterien liefern jedoch einen
ndtzlichen Rahmen, um die Hypothese im Kontext der vorliegenden Daten einzuordnen. Die
Ergebnisse dieser Dissertation kdnnen daher als explorativer Hinweis auf ein potenziell
relevantes Teilphdnomen gewertet werden, das in kunftigen, methodisch stringenteren

Studien gezielt adressiert werden sollte.

455 Zwischenfazit

Die in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnisse zeigen, dass Lipid-bindende aCL zwar
nachweisbar sind und experimentell ein plausibles pathogenetisches Potenzial besitzen, ihre

Rolle im untersuchten Kollektiv jedoch nicht eindeutig kausal belegt werden kann. Die geringe
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Effektstarke spricht gegen eine individualdiagnostische Verwertbarkeit, widerspricht aber

zugleich dem Konzept einer strikten Kofaktorabhangigkeit.

Damit entsteht ein ambivalentes Bild: Wahrend die biologische Plausibilitdt und Vorarbeiten
eine Beteiligung nahelegen, bleiben alternative Erkldarungen wie epiphanomenale
Antikorperaktivitat oder kontextabhangige Mechanismen maoglich. Die vorliegenden Befunde
lassen sich daher als explorativer Hinweis werten, der eine differenzierte FortfUhrung der

Hypothesenprifung erfordert.

4.6 Mogliche Implikation fiir Klinik, Forschung und Therapie

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass Lipid-bindende aCL eine bislang
unzureichend differenzierte Subgruppe im Rahmen des APS darstellen. Die geringe
Effektstarke verhindert zwar eine unmittelbare diagnostische Umsetzung, verdeutlicht jedoch

die Notwendigkeit einer methodisch praziseren Erfassung.

4.6.1 Klinische Relevanz und diagnostische Konsequenzen

Ein zentrales Problem der etablierten Assays besteht darin, dass Lipid-bindende aCL zwar
regelmafig miterfasst werden, ihre Signale jedoch nicht von aB2GPI unterschieden werden
koénnen, da B2GPI in serumbasierten Testsystem vorhanden ist. Dadurch bleibt letztlich unklar,
welche Antikdrper eine Assoziation mit den klinischen Manifestationen des APS zeigen. Fur
eine gezielte Identifikation Lipid-bindender aCL ist daher ein konsequenter Ausschluss von
Serum und damit von B2GPI erforderlich (siehe 1.2.7.4 Effekt von Hinzugabe bzw. Ausschluss
von sog. Kofaktoren auf den aCL-ELISA und 4.4 Hypothetisches optimales Nachweisverfahren
Lipid-bindender aCL).

4.6.2 Forschungsbedarf

Die Befunde unterstreichen die Notwendigkeit, groRere Kohorten einzubeziehen,
standardisierte, kofaktorunabhangige Testsysteme zu entwickeln und die Ergebnisse in
multizentrischen Vergleichen zu validieren. Erganzend sollten im experimentellen Bereich

funktionelle Testansatze gepruft werden, um die biologische Relevanz besser einzuordnen.

4.6.3 Therapeutische Perspektiven

Dass Lipid-bindende aCL zur Thromboseentstehung beitragen, konnte gezeigt werden. Unklar
bleibt jedoch, welchen quantitativen Beitrag sie im klinischen Gesamtkontext im Rahmen des
APS leisten. Zur Klarung waren prospektive Langzeitkohorten erforderlich, deren

Durchfuhrung jedoch spezifische Assays und erhebliche zeitliche Ressourcen voraussetzt.
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4.7 Fazit der Diskussion

Die in Kapitel 1.3 Zielsetzung dieser Dissertation formulierte Fragestellung zielte darauf ab, ob
Lipid-bindende aCL im untersuchten Kollektiv mit vendsen Thrombosen assoziiert sind und
damit eine pathogenetische Relevanz nahelegen. Die Analyse ergab zwar eine signifikante,
aber nur schwach ausgepragte Assoziation. Damit blieb die Effektstarke hinter den
Erwartungen der Hypothese zuruck. Fir diese Diskrepanz kommen zwei Erklarungspfade in
Betracht: methodische Limitationen des Nachweisverfahrens oder inhaltliche Schwéachen der

Hypothese.

Methodisch beeinflussen sowohl studieninterne Faktoren (Eigenbeschichtung, fehlende
Spezifitatskontrollen, begrenzte Kohortengrofie) als auch systemische Schwachen etablierter
Assays (Interlabor-Variabilitat, Kalibrierung, Schwellenwerte) die Aussagekraft. Ein optimales
Verfahren misste B2GPIl konsequent ausschlieRen, um Lipid-bindende aCL von aB2GPI
sicher zu unterscheiden. Denkbar sind bspw. Protein-A-basierte Ig-Aufreinigungen oder

zweistufige CLIA-Ansatze mit praanalytischer Separation von 2GPI und af2GPI.

Inhaltlich ist die Beteiligung Lipid-bindender aCL am Pathomechanismus des APS durch
experimentelle Befunde gut gestitzt (siehe 1.2.8 Pathophysiologie). Unklar bleibt jedoch, ob
die in diesem Kollektiv gemessene Aktivitat kausal zur Thromboseentstehung beitrug oder
epiphanomenal im Rahmen unspezifischer Immunaktivierung auftrat. Eine Bewertung nach
den Bradford-Hill-Kriterien stitzt die Plausibilitat, macht jedoch deutlich, dass zentrale Kriterien
wie Effektstarke, Dosis-Wirkungs-Beziehung und Temporaritat nicht erfullt sind. Eine kausale

Einordnung der Befunde im untersuchten Kollektiv bleibt daher spekulativ.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse explorative Assoziationen Lipid-
bindender aCL mit vendsen Thrombosen, belegen jedoch keine kausale Beteiligung im
untersuchten Kollektiv. Die zugrunde liegende Hypothese dieser Arbeit basiert auf in vitro und
in vivo (Mausmodellbefunde) die eine pathogene Wirkung dieser Antikdrper nahelegen. Ob
sich diese Beobachtungen auf den Menschen Ubertragen lassen, bleibt offen. Voraussetzung
hierfir ware eine konsistente Assoziation mit klinischen Manifestationen des APS. Um den
Stellenwert Lipid-bindender aCL im Krankheitsgeschehen zu klaren, sind prospektive Studien

mit standardisierten, kofaktorunabhangigen Assays erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Das APS ist durch thromboembolische Ereignisse und Schwangerschaftskomplikationen bei
persistierendem aPL-Profil charakterisiert. aPL gelten als zentrale pathophysiologische
Faktoren, ihre Heterogenitat erschwert jedoch die differenzierte Bewertung. Innerhalb dieser
Gruppe sind Lipid-bindende aCL experimentell als pathophysiologisch wirksam beschrieben
(siehe 1.2.8 Pathophysiologie). Dennoch spielen sie im klinischen Verstandnis des APS
bislang eine untergeordnete Rolle, da die Diskussion traditionell stark von der Annahme einer

sog. Kofaktorabhangigkeit (32GPI) gepragt ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation Lipid-bindender aCL mit venésen Thrombosen in
einem definierten Patient*innenkollektiv zu prifen und ihre mogliche Relevanz im Kontext des
APS kritisch zu bewerten. HierfGr wurden Antikorperfraktionen mittels Proteinfallung isoliert
und in einem eigens entwickelten, 32GPI-freien Cardiolipin-ELISA Typ home made untersucht.
Die Standardisierung der Testbedingungen erlaubte einen quantitativen Vergleich der
Antikoérperaktivitat zwischen Patient*innen mit vendser Thrombose und gesunden

Kontrollpersonen.

Die Untersuchung zeigte eine signifikante, jedoch schwache Assoziation zwischen erhdhter
Reaktivitat Lipid-bindender aCL und dem Vorliegen vendser Thrombosen. Damit wurden die

in der Zielsetzung formulierten Erwartungen nicht vollstandig bestatigt.

Zur Erklarung dieser Befunde wurden zwei Argumentationspfade verfolgt. Erstens
methodische Ursachen: Studieneigene Limitationen wie Eigenbeschichtung, fehlende
Spezifitatskontrollen und begrenzte KohortengréRe sowie systemische Schwéachen etablierter
ELISAs (Interlabor-Variabilitdt, fehlende Standardisierung, vordefinierte Schwellenwerte)
schranken die Aussagekraft ein. Ein optimales Nachweisverfahren misste 2GPI konsequent
ausschlieen, etwa durch praanalytische Separation (Immunadsorption, serumfreie Puffer),

um Lipid-bindende aCL zuverlassig von ap2GPI zu unterscheiden.

Zweitens inhaltliche Ursachen: Experimentelle Studien belegen die biologische Plausibilitat
einer Beteiligung Lipid-bindender aCL am Pathomechanismus des APS. Auch die hier
nachgewiesene Antikdrperaktivitat ist damit vereinbar, wenngleich offenbleibt, ob sie im
untersuchten Kollektiv kausal an der Thromboseentstehung beteiligt war oder lediglich
epiphanomenal auftrat. Exemplarisch zeigt die Neurosyphilis, dass aCL sowohl
epiphanomenal als auch pathogenetisch wirksam sein kdnnen, abhangig vom klinischen

Kontext. Eine Bewertung anhand der Bradford-Hill-Kriterien stutzt die Plausibilitat prinzipiell.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit explorative Hinweise darauf, dass Lipid-bindende aCL
eine pathogenetisch relevante Rolle innerhalb des APS spielen kdnnten. Eine Kausaldeutung

fur das untersuchte Kollektiv bleibt jedoch spekulativ. Der Nachweis einer schwachen, aber
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signifikanten Assoziation deutet auf ein mogliches pathogenetisches Potenzial hin, das in der
bisherigen Forschung unterschatzt wurde. Entscheidend ist die Entwicklung und Anwendung
methodisch stringenter, standardisierter und insbesondere kofaktorunabhangiger Assays, um
die Rolle Lipid-bindender aCL zuverlassig zu bestimmen. Zukiinftige (prospektive) Studien
sollten prifen, in welchem Ausmal Lipid-bindende aCL das Risiko thrombotischer Ereignisse
beeinflussen und ob sie als eigenstandige Zielgrofie in Diagnostik und Therapie des APS

etabliert werden konnen.

79



Anhang

6 Anhang

6.1 Weiterfuhrende Informationen zu dem immunologischen Gedachtnis

Das immunologische Gedachtnis beruht auf einer Affinitatsreifung, die wahrend der primaren
Immunantwort in Reaktion auf die Oberflachenstrukturen des Pathogens stattfindet. Daraus
entstehen spezifische Antikorper, die durch sog. Gedachtnisplasmazellen sezerniert werden
und bei erneutem Antigenkontakt die Vorlaufzeit des adaptiven Immunsystems minimieren.
Neben den Gedachtnisplasmazellen besteht das immunologische Gedachtnis aus B- und T-
Lymphozyten. Letztere werden als reaktives Immungedachtnis bezeichnet, wahrend die
Produktion der pathogenspezifischen Antikérper die protektive Immunitat darstellt (10, 407).
Bei der Initiierung einer Immunantwort sind auferdem die APCs von grof3er Bedeutung. Hierzu
zahlen u. a. die dendritischen Zellen, die Makrophagen, die Granulozyten und die B-
Lymphozyten. An dieser Stelle wird erneut die enge Zusammenarbeit zwischen Komponenten
des angeborenen und des adaptiven Immunsystems deutlich, da dendritische Zellen zu beiden
Systemen gezahlt werden. APCs sind sowohl flir gedachtnisbasierte Immunantworten als

auch fur den primaren Kontakt mit einem Pathogen von immenser Wichtigkeit.

Im experimentellen Setting werden bspw. B1a-Zellen zur Beobachtung des zellbasierten
immunologischen Gedachtnisses verwendet. B1a-Zellen sind langlebige Cluster of
differentiation (CD) 5-positive antikorperproduzierende B-Zellen, die u. a. in Mausen zu finden

sind und vornehmlich T-Zell unabhangig aktiviert werden kénnen (408-411).

6.2 Weiterfiihrende Informationen zu Autoimmunitat

Besonders GABHS sind wahrend der akuten Infektionsphase mit einem breiten Spektrum
klinischer Manifestationen assoziiert. Das Spektrum reicht von milden Halsschmerzen bis hin
zum Streptokokken-induzierten toxischen Schock-Syndrom (STSS) oder der nekrotisierenden

Fasziitis.

Ebenso vielfaltig ist jedoch das Spektrum der immunologisch relevanten Post-Streptokokken-
Erkrankungen. An dieser Stelle seien folgende Krankheitsbilder beispielhaft aufgelistet: Akutes
rheumatisches Fieber (ARF), (Rapid progressive) Glomerulonephritis (RPGN),
(poststreptokokken-) reaktive Arthritis (PSRA), Thrombozytopenie, hamolytische Anamie, IgA-

assoziierte Vaskulitis, Uveitis, Psoriasis guttata, Erythema nodosum
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6.3 Weiterfuhrende Informationen zu der Forschungshistorie des

serologischen Antikorpernachweises bei APS

6.3.1 Weiterfiihrende Informationen zu der Forschungshistorie der aCL

Vor mehr als 110 Jahren gelang es Wassermann et al., den ersten serologischen Test zur
Syphilis-Diagnostik zu entwickeln, die sog. Wassermann-(Neisser-Bruck-)Reaktion (40).
Auffallig war, dass die Antikérper von Syphilis-Patient*innen, bei denen die Wassermann-
Reaktion positiv ausfiel, mit Extrakten aus nichtkontagiésen Rinderherzen reagierten. Dies
deutete darauf hin, dass die Antikdrper nicht nur gegen Treponema pallidum, den Erreger der
Syphilis, sondern auch gegen ein Antigen der Rinderherzen gerichtet waren. Uber 30 Jahre
spater, im Jahre 1941, gelang es Mary Pangborn, das fir diese Reaktion verantwortliche
Antigen zu isolieren (22, 41, 42). In Anlehnung an die oben erwahnten Rinderherzen wurde
der Name Cardiolipin vergeben (aus dem griech. Kardia flir Herz). Cardiolipin ist ein
Diphosphatidylglycerin, welches ausschlieBlich in der Membran von Bakterien und

Mitochondrien vorkommt.

6.3.2 Weiterfiihrende Informationen zu der Forschungshistorie des LA

Paradoxa von Patient*innen, die in der Labordiagnostik eine maRige Thrombozytopenie und
eine verlangerte Vollblutgerinnungszeit aufwiesen, sich jedoch klinisch mit (mitunter letalen)
thrombotischen Ereignissen vorstellten, fihrten zu weiterer Forschung (22). Erste
Erklarungsansatze basierten auf einer Hypoprothrombinamie, die in vitro eine verlangerte
aPTT provozierte (22, 412, 413). Diese Befundkonstellation konnte bei einigen SLE-
Patient*innen nachgewiesen werden, die zusatzlich falsch-positive Ergebnisse in der oben
genannten Wassermann-Reaktion (BFP) aufwiesen. Dieser Pathomechanismus wurde 1952

erstmals als ,circulating anticoagulant‘ beschrieben (44, 414).

1972 wurde der Begriff ,,Lupus-Antikoagulanz® (LA) durch Feinstein und Rapaport gepragt (22,
47). Man erkannte, dass es sich bei diesem ,circulating anticoagulant* um die Immunglobuline
(Ig) G- bzw. IgM handelte, die Phospholipide binden und so mit dem Starterreagenz der aPTT
interferieren, was die Veranderung der Testergebnisse erklarte. Diese Erkenntnis wurde
zunachst als diagnostischer Hinweis genutzt. So wies eine verlangerte aPTT, die sich nicht
durch Hinzugabe normalen Plasmas korrigieren lieRen, auf eine mogliche LA-Prasenz in der
Probe hin. Zur Bestatigung wurde ursprunglich der sog. Tissue Thromboplastin Inhibiting Test
(TTI) durchgefuhrt (45, 46). Bei Vorliegen von LA in der Probe fallt der TTI typischerweise
negativ aus (415, 416). Dieser Test ist allerdings stéranfallig, bspw. kénnen falsch-positive
Ergebnisse auftreten, wenn gleichzeitig Antikdrper gegen Faktor-VII oder Faktor-1X-vorliegen

oder bei (Vor-) Medikation mit Heparin (417). Aus diesem Grund wurde eine modifizierte,

81



Anhang

verdiinnte (engl. dilute) Form des Russel’s viper venom time Test, der sog. dRTVVT, etabliert,
um LA nachzuweisen (418, 419).

Thiagarajan et al. untersuchten das Serum eines Patienten mit IgM-Plasmozytom und hohem
LA-Titer und zeigten, dass die aufgereinigte IgM-Fraktion dieses Patienten in der Lage war, in
vitro als Antikoagulans zu wirken. Sie beobachteten, dass dieser Mechanismus nur in Prasenz
eines anionischen Phospholipids ablief (420), was eine Verbindung zu dem 1941 entdeckten
Cardiolipin und zu den Patient*innen mit BFP Wassermann-Test-Ergebnissen herstellte. LA
war zunachst nur in Assoziation mit SLE bekannt (siehe Namensgebung), bis ein positiver LA-

Titer auch unabhangig von einem SLE beschrieben wurde (47, 421-423).

6.3.3 Weiterfihrende Informationen zu der Forschungshistorie der a2GPI

Wie in Absatz 6.3.1 Weiterfihrende Informationen zu der Forschungshistorie der aCL
beschrieben, ging man urspringlich davon aus, dass alle aPL direkt an anionische
Phospholipide binden kdnnen. Als McNeil et al. jedoch affinitatsaufgereinigte aPL im ELISA
mit Cardiolipin interagieren lielen, konnte keine signifikante Bindung nachgewiesen werden.
Erst nachdem das Testverfahren um die Zugabe von Serum bzw. Plasma von Proband*innen
(bzw. Rindern) erweitert wurde, liel3 sich eine messbare Antikérper-Antigen-Wechselwirkung
nachweisen. Daraufhin schloss man, dass aCL auf das Vorhandensein von Plasmaproteinen
als Kofaktoren angewiesen seien, um Cardiolipin binden zu kdnnen (48). Mittels
Sequenzanalyse wurde zunachst p2-Glycoprotein | (32GPI, auch Apolipoprotein H (apo-H)
genannt) als interaktionsfahiger Kofaktor ermittelt (48). In dem Kapitel 1.2.7 Sog.
Kofaktorabhangigkeit: Moégliche Mechanismen und deren Evidenz wird diese Thematik

genauer diskutiert.

Im Mausmodell konnten aufgereinigte ap2GPI nach Injektion u. a. mit einer erhdhten
Thrombusbildung und einer vermehrten Neigung zu fetaler Resorption in Verbindung gebracht
werden (49, 50, 424-428).

6.4 Weiterfuhrende Informationen zur historischen Begriindung des

Konzepts der sog. Kofaktorabhangigkeit von aCL

Galli et al. wahlten Cardiolipin- bzw. Phosphatidylserin-haltige Liposome als Antigen der festen
Phase in ihrem Versuchsaufbau (50). Weil 1987 davon ausgegangen wurde, dass die
Spezifitat der aPL fir negativ geladene Phospholipide im Allgemeinen und nicht fir Cardiolipin
im Besonderen bestinde (68), verwendeten auch McNeil et al. Phosphatidylserin,
Phosphatidylinositol bzw. Cardiolipin als Antigen ihrer festen Phase (48, 429). Anschlief3end
wurde die feste Phase mit affinitatsaufgereinigtem Serum von insgesamt vier verschiedenen

Patient*innen inkubiert. Als sog. blocking solution (engl.: Loslicher Oberflachenblocker) wurde
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bei McNeil et al. ein Milchpulver-Gelatine-Gemisch verwendet (48). Galli et al. verwendeten
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin (BSA)) (50). Beide Arbeitsgruppen konnten unter
diesen Bedingungen keine signifikante Bindung der affinitatsaufgereinigten aPL an mit
Cardiolipin  beschichteten ELISA-Platten nachweisen (siehe 6.3.3 Weiterfihrende
Informationen zu der Forschungshistorie der ap2GPI). Erst die Hinzugabe von Humanserum
(bzw. Rinderserum) fihrten zu einer Bindung der aPL an die stationare Phase. Fraktionierung
des Serums fuhrte schlieRlich zur Identifizierung von B2GPI als ,Kofaktor®, der die Bindung
von aCL an die Festphase ermoglichte (siehe: 1.2.5.1.3 Anti-B2GPI). Wie in 1.2.7.1
Hintergrund der sog. Kofaktorabhangigkeit erldutert, konnte fir diese Theorie bislang kein

biochemischer Mechanismus gefunden werden.

In der Affinitatsaufreinigung fiel die Wahl des (spezifischen) Liganden bei McNeil et al.
zunachst auf Phosphatidylserin-Cholesterol (430, 431). Spater wurde Cardiolipin als Ligand in
den Gelen verwendet (48). Beide verwendeten Molekile zahlen zu der Gruppe der
anionischen Phospholipide und enthalten negativ geladene Sauerstoffionen. Ebenso
verwendete Galli et al. Cardiolipin, Phosphatidylserin und Cholesterol als Liganden (50). Im
Unterschied zu McNeil et al. wurde im Anschluss eine IgG-Purifikation mittels Protein A-Saulen
angestrebt. Dieser Versuchsaufbau orientierte sich an der Arbeit von Pengo et al. aus dem
Jahre 1987 (432).

Im nachsten Schritt wurde das zu untersuchende Serum auf die Saule aufgetragen. Die
mdgliche Beeinflussung durch B2GPI wird in Abbildung 6 mdégliche Kontaminationsquelle im
Rahmen der Affinitdtsaufreinigung dargestellt. Der verwendete Ligand (z. B. Cardiolipin oder
Phosphatidylserin) bietet grundsatzlich nur lipidbindenden aPL eine Interaktionsmoglichkeit.
Unter diesen Bedingungen konnten somit ausschlielllich lipidbindende, sog.
kofaktorunabhangige aCL aufgereinigt werden (vgl. blaue Antikérper-Figur in Abbildung 6

mogliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitatsaufreinigung).

Die typische Serumkonzentration von geléstem B2GPI liegt bei 0,2 mg/ml (433-435). Demnach
wurde dem Versuchsaufbau von Galli et al. und McNeil et al. bei Hinzugabe von Humanserum
(bzw. Rinderserum) dieser sog. ,Kofaktor zwangslaufig beigeflgt (siehe Abschnitt A in
Abbildung 6 mdgliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitatsaufreinigung). B2GPI ist
ein anionisches, phospolipidbindendes Serumprotein und somit in der Lage, mit dem Liganden
der Affinitatschromatografiesdule zu wechselwirken (siehe Abschnitt B in Abbildung 6).
Gleichzeitig ist B2GPI selbst der (namensgebende) Ligand fir a2GPI (siehe Abschnitt C in
Abbildung 6). Anstelle einer Aufreinigung von Antikérpern, die spezifisch die Phospholipide
binden, wechselwirken somit zwei weitere Proteine mit der Affinitdtschromatografiesaule
(siehe Abschnitt C in Abbildung 6). Auch B2GPI und ap2GPI verweilen demnach wahrend des
Waschvorgangs in der Saule: B2GPI bindet direkt an den Liganden, af2GPI bindet den
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Liganden indirekt Uber das gebundene B2GPIl. Nach Vollendung des Versuchsaufbaus
befinden sich in dem Eluat folglich nicht (wie angenommen) lediglich die aCL, sondern
zusatzlich B2GPI und aB2GPI (siehe Abschnitt D in Abbildung 6). Um die Briicke zu den
Primarquellen zu schlagen sei an dieser Stelle erwahnt, dass auch McNeil et al. in ihrem Eluat
den sog. Kofaktor B2GPI mittels SDS-PAGE-Verfahren nachweisen konnten ((48) siehe
Abbildung 7 Eluat-Analyse, Bildquelle: McNeil HP, Simpson RJ, Chesterman CN, Krilis SA.
Anti-phospholipid antibodies are directed against a complex antigen that includes a lipid-

binding inhibitor of coagulation: beta 2-glycoprotein | (apolipoprotein H). Proc Natl A).

6.5 Weiterfuhrende Informationen zu B2GPI

Auf hamostaseologischer Ebene wird dem B2GPI u. a. eine hemmende Funktion bei der ADP-
induzierten Thrombozytenaggregation zugeschrieben (436). Die Wechselwirkungen von
B2GPI und dem Gerinnungssystem scheinen jedoch komplexerer Natur zu sein, da
Forschungsergebnisse sowohl auf eine gerinnungshemmende Wirkung (einschliellich einer
thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung), als auch von einer gerinnungsfordernden

Wirkung (bspw. in Wechselwirkung mit LA) hinweisen.

Die zweite wichtige Saule der aktuell angenommenen Funktion von B2GPI ist seine
Wechselwirkung mit dem Komplementsystem. Auch hier muss betont werden, dass weder das
Ausmald der Interaktion noch der Mechanismus vollstandig verstanden oder nachgewiesen
sind. Bspw. wird eine mdgliche Assoziation mit der Hemmung von Kofaktoren und der

Neutralisierung von Lipopolysacchariden (LPS) genannt (81, 437-439).

Zusammenfassend bleibt vor dem Hintergrund des fehlenden klinischen Phanotyps bei f2GPI-
Defizienz unklar, inwieweit die in vifro beobachteten Eigenschaften von B2GPI auf die

tatsachliche physiologische Bedeutung Ubertragen werden kdnnen.

6.6 Weiterfuhrende Informationen zu der PAR-2-Signalvermittiung

Bei Abwesenheit von EPCR nimmt PAR-2 vornehmlich proinflammatorische Funktionen ein.
Diese sind insbesondere NF-kB- bzw. IL-8 vermittelt und resultieren u. a. auf der bevorzugten
Kopplung von PAR-2 an Gag-Proteine (440, 441). Sobald EPCR in die PAR-2 Signalkaskade
involviert ist, kommt es zu einem sog. Biased Signaling sowie einer Veranderung der
Signalendstrecke hin zu vorwiegend antiapoptotischen Effekten (sog. Shiften des Outputs).
Diese Effekte werden vereinfacht in der Tabelle 35 EPCR-vermittelte Modulation der PAR-2-

Aktivitdt zusammengefasst.
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Tabelle 35 EPCR-vermittelte Modulation der PAR-2-Aktivitat

Mechanismus: Komplex- Effekt: Signal- Quelle

bildung: verlauf:
Veranderte EPCR-TF- Proteolyse v. PAR2 an VEGF, (182,
Rezeptor- Vlila-PAR2 | alternativer Stelle, flhrt zu IL-8; zyto- | 184)
konfiguration, sog. o. einem sog. "tethered ligand", | protektiv
"Biased Signaling" EPCR-Xa- | fuhrt u. a. zu einer starkeren | u. angio-

PAR2 B-Arrestin-Aktivierung gen

Veranderte G- EPCR-TF- Dominanz v. B-Arrestin- u. a.anti- | (442,
Protein-Kopplung Vlla-PAR2 | abhangigen Wegen, z. B. apop- 443)
(Shiften des Aktivierung v. PI3K/Akt totische
Outputs) Effekte

6.7 Weiterfuhrende Informationen zur Auswahl des Probenmaterials

Nachfolgend sollen weitere Aspekte den im Abschnitt 2.2.1 Studienvorbereitung zugrunde

liegenden Studien aufgefiihrt werden. Insbesondere soll die Zielsetzung der jeweiligen

Studien, die Proband*innenauswahl und die Gewinnung von Biomaterialen beleuchtet werden.

6.7.1

Weiterfuhrende Informationen zur Auswahl der Negativkontrollen

Primares Ziel der GHS-Studie ist v. a. die Risikovorhersage fur diverse Erkrankungen zu

verbessern. Hierbei handelt es sich in erster Linie um Erkrankungen des Herz-Kreislauf-

Systems, aber auch um onkologische, ophthalmologische, metabolische, immunologische und

psychiatrische Krankheiten.

Die Autor*innen beschreiben das Vorgehen der Rekrutierung folgendermalen (Direktzitat):

,Die Zufallsstichprobe wurde 1:1 flir Geschlecht stratifiziert, 1:1 fir den Wohnort
(stadtischer und landlicher Bereich) sowie zu gleichen Teilen fur die vier Altersdekaden.
Wahrend der Rekrutierungsphase der Studie wurden reprasentative Teilstichproben
mit  denselben  Stratifikationskriterien wie die  Stichprobe aus den
Einwohnermeldedmtern in Wellen aus der Stichprobe gezogen. Diese Vorgehensweise
wurde gewahlt, um ein standardisiertes und vergleichbares Rekrutierungsverfahren
Uber die gesamte Rekrutierungsperiode sicherzustellen und Zwischenauswertungen,
die im Studienprotokoll a priori definiert wurden, zu ermdéglichen.” ((385) Abschnitt
~Studienpopulation®).

Biomaterialen wurden im Rahmen des sog. Biobankings unmittelbar nach der Entnahme zur

Einlagerung vorbereitet. Die Einlagerung von Serum erfolgte standardisiert, halbautomatisiert

unter Verwendung von Lagerungstemperaturen von bis zu -80°C (385).
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Abbildung 22 Stichprobengenerierung der GHS, Bildquelle: Wild PS, Zeller T, Beutel M, Blettner M, Dugi KA,
Lackner KJ, et al. [The Gutenberg Health Study]. Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung
Gesundheitsschutz. 2012,55(6-7):824-9.

6.7.2 Weiterflihrende Informationen zur Auswahl der Studienproben: GMP-VTE-Studie

Die GMP-VTE-Studie befasst sich in erster Linie mit der Identifizierung und Evaluation neuer
und etablierter Marker bei thromboembolischen Erkrankungen und deren Folgeerkrankungen.

Jene Marker kdnnen sowohl genetisch als auch biochemisch sein (387).

Das Studienkollektiv wurde aus den bestehenden Kollektiven zweier zuvor durchgefihrten
Studien gewonnen, einerseits dem sog. VTEval- (444) und andererseits dem sog. FOCUS
BioSeq-Projekt (Biochemical and Genetic Biomarkers in Sequelae of Acute Pulmonary
Embolism Study (387, 445, 446)). Beide Studien wiesen ein prospektives, beobachtendes

Kohortenstudien-Design mit umfassendem Biobanking auf.

6.7.2.1 VTEval-Projekt

Das VTEval-Projekt ist eine prospektive Kohortenstudie zur Optimierung von Diagnostik,
Therapie und Verlaufsbeurteilung der VTE (447, 448). Die Hauptziele des Projektes lassen
sich in drei zentrale Bereiche unterteilen: Erstens, die systematische Evaluierung und
Bewertung klinischer Behandlungsstrategien bei Patient*innen mit VTE-Erkrankungen.
Zweitens die Optimierung der Risikostratifizierung bei V.a. auf eine VTE. Und drittens die
langfristige Forderung der patient*innenorientierten Forschung im Bereich der VTE (444). Es
wurden drei Kohorten gebildet: Patient*innen mit Verdacht auf Lungenarterienembolie LAE,
Patient*innen mit Verdacht auf TVT sowie Patientinnen mit zufallig entdeckter VTE. Die
Einteilung erfolgte durch die Prufarzt*innen. Der Beobachtungszeitraum betrug etwa funf Jahre
(444). Der Studienablauf ist schematisch dargestellt in Abbildung 23 VTEval Projektablauf.

Bildquelle: Frank B et al. Rationale and design of three observational, prospective cohort
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studies including biobanking to evaluate and improve diagnostics, management strategies and
risk stratification in venous thromboembolism BMJ Open. 2015;5(7):e008157.Abbildung 23

Admission
Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3
Suspected PE Suspected DVT Incidental VTE
Blood draw (0, 3, 6 h) Blood draw (0 h) Blood draw (0 h)
PE confirmed PE excluded DVT confirmed DVT excluded Incidental PE
Blood draw (24 h) Blood draw (24 h) Blood draw (24 h) Incidental DVT
(only in-hospital) (only in-hospital) | (only in-hospital)

Active follow-up || Active follow-up Active follow-up || Active follow-up Active follow-up
3, 12, 24, 36 months 3, 12 months 3, 12, 24, 36 months 3, 12 months 12, 24, 36 months
CATI CATI CATI CATI CATI
6, 12 months Clinical examination 6, 12 months
Clinical examination if applicable Clinical examination
Passive Passive Passive Passive Passive
follow-up follow-up follow-up follow-up follow-up
48, 60 months 24, 36, 48, 60 months 48, 60 months 24, 36, 48, 60 months 48, 60 months
Registry office Registry office Registry office Registry office Registry office
Cancer registry Cancer registry Cancer registry Cancer registry Cancer registry

Abbildung 23 VTEval Projektablauf. Bildquelle: Frank B et al. Rationale and design of three observational,
prospective cohort studies including biobanking to evaluate and improve diagnostics, management strategies and
risk stratification in venous thromboembolism BMJ Open. 2015;5(7):e008157.

6.7.2.2 FOCUS-Studie und FOCUS-BioSeq-Projekt

Die sog. FOCUS-Studie (Follow-Up after Acute Pulmonary Embolism) stellt eine prospektive,
multizentrische, nicht-interventionelle Kohortenstudie dar (449, 450). Im Mittelpunkt steht die
Untersuchung der Inzidenz und Pradiktoren von Lungenfunktionsstérungen sowie der
chronischen thromboembolischen pulmonalen Hypertonie (CTEPH) nach akuter LAE, etwa

infolge einer unvollstdndigen Thrombusauflésung (445, 451).

Das FOCUS BioSeq-Projekt ist eine Substudie der FOCUS-Studie (451). Ziel ist der Aufbau
einer zentralen Biobank zur ldentifizierung und Bewertung biochemischer und genetischer
Marker der akuten LAE und ihrer Spatfolgen. Damit soll die Inzidenz sowie der

Krankheitsverlauf nach akuter Lungenembolie besser charakterisiert werden (445, 452).

6.8 Gebrauchsanweisung des verwendeten Qubit™-Kits

Wie in 2.2.3 Konzentrationsbestimmung mittels Qubit™ Protein BR Assay Kit wurde das
Protokoll des Kits angewendet, es erfolgten keinerlei Abanderungen. Nachfolgend wurde die
englischsprachige Version des Protokolls eingepflegt (Qubit™ Protein BR Assay Kit User
Guide (453)).
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USER GUIDE

invitrogen

Qubit™ Protein BR Assay Kit

Catalog Numbers A50668 and A50669
Pub. No. MAN0024790 Rev. B.O

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the handling instructions. Wear appropriate protective eyewear, clothing, and
gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available from thermofisher.com/support.

Product description

The Invitrogen” Qubit” Protein BR Assay Kit provides a quick and accurate method to quantitate protein samples over a broad range of
concentrations on the Qubit™ 4 Fluorometer. The kit includes Protein BR Assay Reagent, Protein BR Assay Buffer, Standard 1 (0 mg/mL BSA)
and Standard 2 (10 mg/mL BSA). The assay is accurate for sample concentrations from 100 pg/mL to 20 mg/mL. The assay is performed at
room temperature in an easy mix-and-read format that may be read within 10 minutes and up to 1 hour after addition. The assay is compatible
with common contaminants found in protein preparations (see Table 1). For test samples containing low protein concentrations (<100 pg/mL), we
recommend the Qubit Protein Assay Kit (Cat. No. Q33211).

The Qubit™ Protein BR Assay is based on the reaction between the labeling reagent and the primary amines found in proteins (N-terminus and

€ amines in lysines). This reaction can be affected by protein samples chemically modified through their primary amines. Substances including
NHS- and sNHS-biotin, dye conjugates, and TMT labeling reagents are incompatible with the assay, while amine-containing buffers, such as Tris,

are typically compatible (see Table 1) for sample preparation.
Step 2: Add Protein BR Step 4: Incubate for
Assay Buffer 10 min at RT
Read tubes in
Qubit Fluorometer

Add 30 pL

Step 1: Add standards and user
samples to assay tubes

T
i
- 20 L
a
5

Standards from kit

Mix and vortex immediately

[Step 3: Add Protein BR Reagent ]
—

Blank
(sample
STD 1 STD 2 Sample buffer)

‘@ 10 or 20 pL

Sample & Sample
buffer

Mix & vortex for 5 sec

Final volume is 200 pL

Add 150 or 160 plL | Protein BR
Assay Buffer

Contents and storage

Reagent

Quantity
Materials Cat. No. A50668 Cat. No. A50669 Contents Storage
(100 assays) (500 assays)
Standard 1 (0 mg/mL BSA) 5mL 5mL 0.9% NaCl w$d%05% sodium
Standard 2 (10 mg/mL BSA) 10 mg/mL Bovine Serum
5mL 5mL Albumin (BSA) in 0.9% NaCl o
with 0.05% sodium azide 15-30

Qubit™ Protein BR Assay Buffer 20 mL 100 mL Buffered solution
Qubit™ Protein BR Assay 3mL 5x3mL Labeling reagent in acetonitrile

Materials required but not provided
* Thin-wall, clear, 0.5-mL PCR tubes or Qubit” assay tubes (500 tubes, Cat. No. Q32856)

+ Qubit” 4 Fluorometer

Important protocol information

Incubation Time

To allow the Qubit™ Protein BR Assay to reach optimal fluorescence, incubate the tubes for a minimum of 10 minutes after

mixing the sample or the standard with the Qubit™ Protein BR Assay Reagent.

Assay Reagent

After the incubation period, the fluorescent signal is stable for 1 hour at room temperature.

Sample Volume
Qubit™ 4 Fluorometer Calibration

The Qubit™ Protein BR Assay is designed to use 10 pL or 20 pL samples. For best results, use the largest volume possible.
For each Qubit™ assay, you can run a new calibration or use the values obtained with the previous calibration. When

using the instrument for the first time, perform a new calibration each time. As you become familiar with the assays,

the instrument, and your pipetting accuracy, you can then determine if a new calibration is required with each use. It is
recommended that a Sample Blank be run whenever a new sample type or sample buffer is being measured.

Note: This assay is only compatible with the Qubit™ 4 Fluorometer.
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Protocol

Prepare standards and samples _
This protocol includes preparation of standards for calibrating the Qubit " 4 Fluorometer.

1. Label the required number of 0.5-mL tubes for standards, buffer blanks, and samples. The Qubit™ Protein BR Assay requires two standards
and one Sample Buffer blank. The option is available to read multiple replicates of Standard 2 to improve assay reproducibility. If desired,
prepare additional tubes of Standard 2. The calibration will use the average relative fluorescence units (RFU) for the Standard 2 reads.

Note: Do not label the side of the tube as this could interfere with the sample read. Label the lid of each standard tube correctly. Calibration
of the Qubit™ 4 Fluorometer requires the standards and Sample Buffer blank to be inserted into the instrument in the order specified by the
instrument software.

2. Prepare standards by adding 20 pL of each Qubit standard (Standard 1 and Standard 2) and 150 pL of Qubit™ Protein BR Assay Buffer to the
appropriate tubes. Pipette up and down to mix.

3. Prepare samples by adding 10 pL or 20 pL of each protein sample to your sample tubes. Bring the total volume to 170 pL by adding 150 pL
or 160 pL of Qubit” Protein BR Assay Buffer to the appropriate tubes. Pipette up and down to mix.

4. Prepare the Sample Buffer Blank by adding 10 pL or 20 pL of buffer (same used to store your samples) into the appropriate tube. The volume
used (10 pL or 20 pL) should match the volume used to prepare your samples. Bring the total volume to 170 pL by adding 150 pL or 160 pL
of Qubit™ Protein BR Assay Buffer. Pipette up and down to mix.

5. Add 30 pL of Qubit™ Protein BR Assay Reagent to the sample tubes, standards, and Sample Buffer Blank, then mix immediately using

pipetting and vortexing for 5-7 seconds. The final volume in each tube should be 200 pL.
Note: Upon addition of the Qubit™ Protein BR Assay Reagent, the solution may turn slightly cloudy. After pipetting and vortex mixing,
the solution will become clear with a slight yellow color. The yellow color is not indicative of the amount of protein in the sample.
The fluorescent protein reagent will quickly hydrolyze to a non-fluorescent product when no amines are present .

6. Allow all tubes to incubate at room temperature for 10 minutes.

Read standards and samples
1. On the home screen of the Qubit™ 4 Fluorometer, press Protein then press Protein Broad Range. The Read standards screen is displayed.
Press Read standard to proceed.
Note: If you have already performed a calibration for the selected assay, the instrument prompts you to choose between reading new
standards and running samples using the previous calibration. If you want to use the previous calibration, skip to step 5 below.
2. Insert the tube containing Standard 1 into the sample chamber, close the lid, then press Read standard. When the reading is complete
(~3 seconds), remove Standard 1.
3. Insert the tube containing Standard 2 into the sample chamber, close the lid, then press Read standard. When the reading is complete,
remove Standard 2. The option is available to read multiple tube replicates of Standard 2.
4. After all Standard 2 reads are complete, press Run samples.
5. On the assay screen, select sample volume and units:
1. Press the + or — buttons on the wheel to select sample volume added to the assay tube (10 pL or 20 pL).
2. From the drop-down menu, select the units (ug/mL, mg/mL) for the output sample concentration.
6. Insert the tube containing the Sample Buffer Blank into the sample chamber, close the lid, then press Read tube.
7. Insert sample tube into the sample chamber, close the lid, then press Read tube. When the reading is complete (~3 seconds), remove the
sample tube. The instrument displays the results on the assay screen. The value displayed is the concentration of the sample.
8. Repeat step 7 until all samples have been read.

Interfering substances

¢ Certain substances are known to interfere with the Qubit” Protein BR Assay. Substances containing primary amines, including glycine,
ethanolamine, and other free amino acids may interfere. Refer to Table 1 for a list of interfering substances.

¢ Substances that increase the viscosity of the sample, such as high concentrations of glycerol and sucrose, may interfere with the reagent
mixing. The ability to mix in a timely manner is important for measurement consistency.

e Using the sample blank addresses many of the known incompatibilities by adjusting the standard curve based on the background signal
of the sample buffer. Sample buffer response which is >5-fold higher than observed fluorescent response of Standard #1 is indicative of a
substance that is reacting with the Qubit Protein BR Assay Reagent. Background interference from Tris-containing buffers (e.g., Tris-buffered
saline (TBS)), along with many other substances, is effectively eliminated by using the appropriate sample blank.

Additional assay considerations
¢ |t is possible to have a substance-additive effect. We recommend validating the compatibility of your specific sample buffer components.
¢ For the most accurate concentration determination, prepare multiple dilutions of the sample, such as 4X (10 pL + 30 pL deionized water) and
8X (10 pL + 70 pL deionized water), and then take the average concentration from all of the obtained measurements. Consider the dilution
factor used when calculating the final concentration of the sample. .
+ This assay is not suitable for antibody concentration. We recommend the Pierce™ BCA Protein Assay (Cat. No. 23225) or absorbance
measurement at 280 nm.

6.9 Weiterfuhrende Informationen zu der Testung auf Log-
Normalverteilung
Zur genaueren Untersuchung der Kenngréle der AU wurde nach dem Ausschluss einer
Normalverteilung die Testung auf Log-Normalverteilung durchgeflihrt. Hier lasst sich in der
Subgruppe der Studienproben weder mittels grafischer noch mittels analytischer Verfahren ein
statistisch signifikanter Nachweis einer Log-Normalverteilung ablesen. Die Negativkontrollen
weisen hingegen im Q-Q-Diagramm und im Shapiro-Wilk-Test Hinweise auf eine Log-
Normalverteilung vor (siehe: Abbildung 24 Histogramm Mittelwert Log-AU beider Subgruppen,
Abbildung 25 Boxplot Mittelwert Log-AU beider Subgruppen, Tabelle 36 (trendbereinigte) Q-
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Q-Diagramme zur Testung auf Log-Normalverteilung und Tabelle 37

Log-Normalverteilung).

Zuteilung Negativkontrollen vs. Proben
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Abbildung 25 Boxplot Mittelwert Log-AU beider Subgruppen
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Tabelle 36 (trendbereinigte) Q-Q-Diagramme zur Testung auf Log-Normalverteilung

Studienproben Negtaivkontrollen
Q-Q-Diagramme Q-Q-Diagramme

von Gruppe= Studienprohe von pp:

Erwarteter Normalwert
Erwarteter Normalwert

Beobachteter Wert Beobachteter Wert

Trendbereinigte Q-Q-Diagramme Trendbereinigte Q-Q-Diagramme

von Gruppe= Studienprobe von Gruppe= Negativkontrolle

0,57
<]
0,257 o
0o =2 ° o o Z g
' o ‘% 3 o0 ® %% o %o
U’ ﬁ%) Qk; : * o @ © og0°
® %

0,25+

Abweichung von Normal
o

-0,50-]

Abweichung von Normal
. 5

in

1

075 o

T
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Tabelle 37 analytische Tests auf Log-Normalverteilung

Tests auf Logormalverteilung

Zuteilung Kolmogorow-Smirnov Shapiro-Wilk

Negativkontrollen VvS.

Proben Statistik df Signifikanz | Statistik df Signifikanz
Logarithmischer Studienprobe 0,113 132 0,000 0,956 132 0,000
Mittelwert AU

Negativkontrolle 0,084 38 0,200 0,988 38 0,958

Da diese Ergebniskonstellation beider Subgruppen keinen Zugang zu weiteren (nicht-)
parametrischen statistischen Analyseverfahren bot, wurde der Testung auf Log-

Normalverteilung keine weitere Relevanz zugeschrieben.

6.10 Weiterfuhrende Informationen zu den systemischen Grenzen

aktueller aPL-Testsysteme

Pengo et al. sendete 2007 gefriergetrocknete Proben mit hoch positiven aCL- und ap2GPI-
Titern an mehrere Laboratorien mit der Bitte, diese Titer mit ihren eigenen lokalen Methoden
zu verifizieren. Die Vergleichbarkeit sollte hier durch die Verwendung der Einheit IgG

Phospholipid Unit (GPL) fir IgG aCL geschaffen werden. Die drei verdiinnten Proben mit
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positiven Titern wiesen in den externen Untersuchungen einen Variationskoeffizienten von 53
%, 59 % und 79 % auf. Diese Spannweite bestatigte sich auch noch, nachdem die Analyse
auf Zentren beschrankt wurde, die dasselbe kommerzielle Test-Kit verwendeten. Die
Ergebnisse des aCL-Studienarmes werden in der nachfolgenden Abbildung
zusammengefasst: Abbildung 26 Interlaborative Variabilitat von aCL-ELISAs; Bildquelle:
Pengo V, Biasiolo A, Bison E, Chantarangkul V, Tripodi A. Antiphospholipid antibody ELISAs:
survey on the performance of clinical laboratories assessed by using lyophilized affinity-
purified 1gG with anticardiolipin and anti-beta2-Glycoprotein | activity. Thromb Res.
2007;120(1):127-33.

Anti-cardiolipin ELISA
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Figure 1. Box and whiskers plot of GPL units obtained
by 35 laboratories when testing positive (A, B, C) and
negative (D, E, F) IgG aCL ELISA samples.

Abbildung 26 Interlaborative Variabilitdt von aCL-ELISAs; Bildquelle: Pengo V, Biasiolo A, Bison E,
Chantarangkul V, Tripodi A. Antiphospholipid antibody ELISAS: survey on the performance of clinical laboratories
assessed by using lyophilized affinity-purified IgG with anticardiolipin and anti-beta2-Glycoprotein | activity.
Thromb Res. 2007,;120(1):127-33.

Ebenso konnte Huisman et al. 2023 in einer Auswertung mehrerer von der ECAT- (external
quality control of diagnostic assays and tests (with focus on thrombosis an heamostasis))
Foundation durchgefiuhrten EQAs (external quality assessments) eine ahnliche
Ergebnisspannweite der aCL-Titer feststellen. Der Vergleich identischer Proben zwischen
verschiedenen Laboratorien, die denselben ELISA-Assay verwendeten, zeigte teils erhebliche
Abweichungen in den Messergebnissen. Es ist denkbar, dass ein in einem Laboratorium
negativ getestetes Serum in einem anderen mdglicherweise als hochpositiv bewertet wird (97),
siehe Abbildung 27 EQAs Auswertung aCL-ELISA-Kits der ECAT-Foundation; Bildquelle:
Huisman A, Urbanus RT, Meijer P. Antiphospholipid antibody solid phase-based assays:
problems and proposed solutions for the 2023 ACR/EULAR classification criteria for
antiphospholipid syndrome. J Thromb Haemost. 2024;22(3):874-6.)). Die in dieser Abbildung

verwendete Abkurzung CV steht fur coefficient of variation.
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Anticardiolipin 1gG

ELISA Automated platforms
IL ACUstar/INOVA

Eurcimmun Orgentec (Alegria) Orgentec (ELISA) Werfen Inova Quanta lite Quanta flash Thermo Scientific EliA

U/mL (GPL) CU/mL U/mL
Survey  Sample Mean CV  Range Mean CV  Range Mean CV  Range Mean CV  Range Mean CV  Range Mean CV  Range
2022-11 LAratio~20 462 185 260-582 442 - 38.2-584 414 384 82-916 308 165 184-410 1747 115 348-9365 265 155 12.7-350
2022-12 LAratio~ 19 270 = 140-527 143 249 99575 147 336 74-226 204 271 110272 323 118 222-423 51 132 32-64
2022-13 LAratio ~ 14 6.1 425 08-129 100 285 54-135 140 373 7.3-248 2.0 - 0.0-18.0 726 102 6.9-1038 104 115 6.6-130

2022-L4 LA ratio ~ 1.7 9.3 230 65130 197 353 9.0-287 252 189 124-454 132 239 98-185 1212 111 977-1450 197 103 16.0-260
2023-L1 LAratio~ 17 103 244 70382 174 314 117-248 134 207 9.6-220 106 150  7.1-146 612 116 43.9-2538 6.5 154 4096
2023-L2 LAratio~ 14 41 177  30-50 51 287 38-7.9 50 258 2.8-6.6 48 = 0.0-25.0 202 112 5.9-24.0 23 138 14-33
2023-L3  LAratio~ 22 143 510 12-270 187 216 14.8-326 144 222 9.9-327 125 19.8 9.0-18.9 709 104 568-85.6 68 14.8 14-9.9

Abbildung 27 EQAs Auswertung aCL-ELISA-Kits der ECAT-Foundation; Bildquelle: Huisman A, Urbanus RT,
Meijer P. Antiphospholipid antibody solid phase-based assays: problems and proposed solutions for the 2023
ACR/EULAR classification criteria for antiphospholipid syndrome. J Thromb Haemost. 2024,;22(3):874-6.

In dem Zusammenhang der systemischen Limitierung soll vertiefend auf die
Kalibrierungsproblematik der aPL-Festphasensysteme vom ELISA-Typ eingegangen werden.
Bereits in den 1980er Jahren wurde deutlich, dass eine Standardisierung der aCL-Messung
problematisch war. Harris et al. entwickelten die ersten sog. Harris-Standards (auch Louisville-
Standards genannt (454-456)). Spater wurden chimarische monoklonale Antikdrper von Koike
et al. (sog. Sapporo- bzw. Koike-Standards) entwickelt (457, 458). Der sog. Harris-Standard
dient als Referenz zur Testkalibrierung von vielen kommerziellen aCL-ELISA-Kits. Die Koike-
Standards sollen hingegen eher als stabile primare Referenz dienen, insbesondere flr

Langzeitvergleiche.

Beide Ansatze bergen Schwachstellen: Die Harris-Standards weisen eine teils hohe
Chargenvariabilitdt vor und die Limitierung der Koike-Standards auf ein spezifisches
Antikérperprofil bildet die Reaktivitatsvielfalt polyklonaler Antikérper von APS-Patient*innen
nicht ab.

Die aktualisierten ACR/EULAR-Empfehlungen definieren feste Schwellenwerte zur
Beurteilung der aPL-Titer. Es wird in moderate und erhdhte Positivitat unterschieden (40-79
Units 2 moderat positiv; = 80 Units 2 hoch positiv, diese Units werden mithilfe der GPL-Einheit

wiederum basierend auf den Harris-Standards, definiert).

Diese Definition der festen Schwellenwerte soll Vergleichbarkeit schaffen, wirft jedoch
methodische Fragen auf. Die zugrunde liegende Literaturrecherche dieser Empfehlung basiert
Uberwiegend auf Studien, die lediglich einen einzigen kommerziellen ELISA-Assay auf
automatisierten Plattformsystemen untersuchten (17, 93, 97). Ein Vergleich mit anderen

gangigen ELISA-Systemen erfolgte nicht.

Diese Einschrankung wird besonders relevant im Lichte der bereits thematisierten
interlaborativen Variabilitdt und Kalibrierungsproblematik (siehe 4.3.1 und 4.3.2). Die

Festlegung einheitlicher Grenzwerte setzt voraus, dass Ergebnisse unterschiedlicher
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Festphasen-Systeme methodenlbergreifend vergleichbar sind, was nach aktueller Evidenz
jedoch nicht gegeben ist. Darlber hinaus stitzt die Literatur die semiquantitative
Klassifizierung in moderate bzw. hohe Titerbereiche nicht ausreichend (97, 459). Derartige

Schwellenwerte konnten bei fehlender Standardisierung zu Fehleinschatzungen fuhren.

Als potenziell zielfUhrender gelten daher alternative Modelle, wie sie u. a. von der ISTH
empfohlen werden (460). Diese beinhalten die Etablierung lokaler Referenzbereiche, die auf
gesunden Negativkontrollen beruhen, sowie die Verwendung Perzentil-basierter
Schwellenwerte (94, 97). Diese Modelle tragen der realen Heterogenitdt gangiger Assays
besser Rechnung und kénnten langfristig dazu beitragen, die diagnostische Treffsicherheit und
interlaborative Vergleichbarkeit zu erhéhen. Jedoch sind zur Generierung solcher lokalen
Referenzbereiche grolie Referenzkollektive notwendig. Dies schrankt die Praktikabilitat dieses

Alternativvorschlages erheblich ein, da er aus 6konomischen Grinden kaum umsetzbar ist.

6.11 Weiterfuhrende Informationen zu der Kausalanalyse nach Bradford-
Hill

Das von Austin Bradford Hill entwickelte Kriteriensystem umfasst neun sog. Leitprinzipien, die
bei der Bewertung helfen sollen, ob ein beobachteter Zusammenhang als potenziell kausal
interpretiert werden kann (461). Diese neun Leitprinzipien umfassen die Betrachtung der
Effektstarke, der Konsistenz, der Spezifitdt, des zeitlichen Zusammenhanges, der Dosis-
Wirkung-Beziehung, der biologischen Plausibilitdt, der Koharenz, der experimentellen

Uberprifung und der Analogie.

Eine Anwendung der Kriterien auf die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit zeigt ein

gemischtes Bild:

- Starke des Effekts: Die gemessene Assoziation zwischen AU-Werten und
Thromboseanamnese ist statistisch signifikant, jedoch schwach ausgepragt. Eine klare
Trennscharfe auf individueller Ebene fehlt.

- Konsistenz: Friihere Arbeiten weisen ebenfalls auf eine mégliche pathophysiologische
Rolle Lipid-bindender aCL hin. Dennoch fehlen unabhangige Replikationen in grofen,
methodisch stringenten Kohorten.

- Temporaritat: Da es sich um eine Fall-Kontroll-Studie handelt, l1asst sich keine zeitliche
Abfolge von Antikérpernachweis oder -Titer und klinischem Ereignis nachweisen.

- Dosis-Wirkungs-Beziehung: Eine Abstufung der Effekte bzw. der Auspragung der
Klinik der VTE in Abhangigkeit von der Antikdrperhéhe wurde nicht untersucht.

- Biologische Plausibilitat: Experimentelle Daten und pathophysiologische Modelle
sprechen klar daflr, dass Lipid-bindende aCL prothrombotische Mechanismen

aktivieren kdnnen (siehe 1.2.8 Pathophysiologie).
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- Koharenz: Die Hypothese flgt sich in das bestehende Verstandnis des APS ein,
insbesondere im Hinblick auf die Heterogenitat der aPL, widerspricht jedoch den
Primarquellen zur sog. Kofaktorabhangigkeit der aCL von Galli und McNeil et al..

- Experimentelle Evidenz / Reversibilitat: Interventionsstudien oder Therapieeffekte, die

spezifisch auf Lipid-bindende aCL abzielen, liegen bislang nicht vor.

Zusammenfassend erfullen die Befunde nur einzelne Kriterien (Plausibilitat, Koharenz),
wahrend zentrale Voraussetzungen wie Starke, Konsistenz, Temporaritat und Dosis-Wirkung
nicht gegeben sind. Eine kausale Beteiligung Lipid-bindender aCL an der
Thromboseentstehung im beobachteten Studienkollektiv kann daher derzeit nicht belegt
werden. Die Hypothese bleibt jedoch plausibel und stellt eine fundierte Grundlage fir

weiterflihrende Untersuchungen dar.
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