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1 Einleitung / Ziel der Dissertation 

 Grundlagen der (Auto-)Immunität 

Ein intaktes Immunsystem ist für das Überleben des Menschen essenziell. Es schützt den 

Organismus vor Infektionen durch Mikroorganismen und Viren sowie vor der Entartung 

körpereigener Zellen. Zentrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen 

„Selbst" 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, tatsächlich sind beide Anteile des 

Immunsystems eng miteinander verwoben.  

Aus evolutionärer Sicht ist das angeborene Immunsystem deutlich älter. Es umfasst 

physikalische Barrieren (bspw. Epithelien, Haut, Nägel), chemischen Komponenten (bspw. 

(Magen-)Säure) und (kontinuierlichen) Transportmechanismen (bspw. Hustenreflex, 

Zilienschlag, Tränen, Urin etc.). Zusätzlich wirken zelluläre (bspw. Natürlichen 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 für das angeborene Immunsystem ist eine unspezifische Immunantwort, die 

nur eine geringe Vorlaufzeit erfordert. Diese Immunantwort fußt 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 verzögert, ermöglicht jedoch eine hochspezifische 

Abwehr. Auch dieses System lässt sich in zelluläre und humorale Bestandteile gliedern (siehe 

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

Diese Spezifität des adaptiven Immunsystems wird durch Rekombination und somatische 

Mutation erlangt, wodurch eine breite Vielfalt an Lymphozyten entsteht, die auf 
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der Gruppe A ((GABHS) siehe 6.2 Weiterführende Informationen zu Autoimmunität (12-15)). 

Daneben können autoreaktive T-Zellen direkt zur Initiierung von Autoimmunerkrankungen 

beitragen (11, 16).  

 Das Antiphospholipid-Syndrom  

1.2.1 Definition 

Das Antiphospholipid-Syndrom (APS) gehört zu den systemischen Autoimmunerkrankungen 

des rheumatischen Formenkreises. Es ist durch rezidivierende venöse oder arterielle 

Thrombosen und/oder Schwangerschaftskomplikationen charakterisiert, die mit einem 

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

1.2.2 Epidemiologie 

Die Inzidenz des APS liegt bei etwa 5 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen pro Jahr, die 

Prävalenz bei 40-50 pro 100.000. Aufgrund einer vermuteten hohen Dunkelziffer sind die 

tatsächlichen Werte unklar. Frauen sind häufiger betroffen als Männer (18, 19).  

Das APS ist eine wesentliche Ursache erworbener Thrombophilien. Schätzungen 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 Abgrenzungsmöglichkeiten  

1.2.3.1 Primäres APS vs. sekundäres APS 

Es wird das primäre vom sekundären APS unterschieden. Das primäre APS tritt isoliert auf, 

während das sekundäre 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 

präsentieren, 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 Letalität liegt 

bei etwa einem Drittel der Fälle (29). Das CAPS betrifft ca. 1 % der APS-Patient*innen (30).  

1.2.3.3 Seronegatives APS (SN-APS) 

Unter SN-APS versteht man Verläufe mit klinischer Symptomatik, aber fehlendem Nachweis 

klassischer aPL. Häufig sind non-criteria antibodies nachweisbar (31, 32). Ein wahrhaftig 

seronegatives APS kann per definitionem nicht existieren, sofern die pathophysiologische 

Relevanz der aPL als ursächlicher Faktor des APS vorausgesetzt wird.   
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1.2.4 Symptomatik und Klinik  

Hauptmanifestationen des APS sind rezidivierende venöse und arterielle Thrombosen sowie 

Schwangerschaftskomplikationen ((33), vgl. Abschnitt 1.2.1 Definition). Die größte 

Datengrundlage basiert auf einer 2002 von Cervera et al. durchgeführten Studie, die die 

klinischen Manifestationen von 1.000 Proband*innen mit APS analysierte (30). Generell lässt 

sich sagen, dass Phlebothrombosen häufiger beobachtet werden als arterielle Okklusionen 

(25). Tiefe Beinvenenthrombosen (TVT) stellen mit 31,7 % das häufigste 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 /l) 21,9 

Livedo racemosa 20,4 

apoplektische Insulte 13,1 

oberflächliche Thrombophlebitis 9,1 

Lungenembolie (LAE) 9,0 

Fehlgeburten 8,3 

transitorische ischämische Attacke (TIA) 7,0 

hämolytische Anämie 6,6 

Hautgeschwüre (Ulzerationen)  3,9 
 

Das APS kann als erworbene autoimmunbedingte Thrombophilie eingeordnet werden (34). 

Zusätzlich wurden sog. „non-criteria"-Manifestationen beschrieben, die nicht allein durch 

Hyperkoagulabilität erklärt werden können (siehe Tabelle 2 mögliche „non-criteria“-

Manifestationen des APS (24, 30, 32, 35, 36)).  

Tabelle 2 mögliche „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 Hämolytische Anämie 

Nieren Chron. vaso-okklusive Läsionen: Atherosklerose, arterielle 
fibröse Intimahyperplasie, glomeruläre Ischämie, interstitielle 
Fibrose 

Lunge Alveolarfibrosierung, pulmonale Hypertonie 
 

Schwangerschaftskomplikationen umfassen (Prä-)Eklampsie, Plazentainsuffizienz, 

intrauterine Wachstumsrestriktion, Frühgeburten und gehäufte Fetalverluste (30, 37, 38).  
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1.2.5 Forschungshistorie des APS 

1983 wurde das APS erstmalig von Graham Hughes als eigenständiges 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 Antikörpernachweises 

und der Kofaktoren dargestellt. 

1.2.5.1 Forschungshistorie des serologischen Antikörpernachweises bei APS 

Für die Diagnostik des APS sind drei Antikörper von zentraler Bedeutung: Anti-Cardiolipin-

Antikörper (aCL), Lupus-Antikoagulanz (LA) und Anti-β2-Glykoprotein I (aβ2GPI).  

1.2.5.1.1 Anti-Cardiolipin-Antikörper 

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 

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

Antikörper 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 Autoimmunität assoziiert sein könnten (22).  

1.2.5.1.2 Lupus-Antikoagulanz  

Seit den 1950er-Jahren wurde wiederholt ein paradoxes Phänomen beschrieben: 

Patient*innen zeigten in vitro eine verlängerte Gerinnungszeit, entwickelten jedoch in vivo 

thrombotische Ereignisse, teils mit letalem Verlauf (22). Zunächst wurde ein „circulating 

anticoagulant" vermutet, bis später IgG- und IgM-Antikörper identifiziert wurden, die 

Phospholipide binden und dadurch Gerinnungstests beeinflussen (44-46). Der Begriff „Lupus-

Antikoagulanz" wurde 1972 geprägt (vertiefend siehe 6.3.2 Weiterführende Informationen zu 

der Forschungshistorie des LA (47)).  

1.2.5.1.3 Anti-β2GPI 

Ursprünglich 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 führte zu der Hypothese, dass bestimmte Plasmaproteine als sog. 

Kofaktoren für die Bindung erforderlich sind (vertiefend siehe 6.3.3 Weiterführende 

Informationen zu der Forschungshistorie der aβ2GPI). Als wichtigster Kandidat wurde β2-
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Glykoprotein I (β2GPI) identifiziert, das seither als zentrales Antigen in diesem Kontext 

betrachtet wird und die Antikörpersubgruppe der sog. kofaktorabhängigen aCL definierte (49, 

50). In weiteren Arbeiten wurden auch Antikörper direkt gegen β2GPI (aβ2GPI) nachgewiesen 

(51).  

1.2.5.1.4 Non-criteria antibodies 

Zusätzlich wurden weitere Antikörper beschrieben, darunter IgA-Isotypen der sog. criteria 

antibodies sowie Antikörper 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 

Überblick über einige der bekannten sog. „non-criteria“ antibodies geben.   

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

Abkürzung Bezeichnung Klinische Assoziation u. a. Quellen 

aANX bzw. 
aA5 

Annexin A5-Antikörper Thrombosen, 
Schwangerschaftskomplikationen 

(60-63) 

aPS/PT Antiphosphatidylserine/ 
prothrombin-AKs 

Thrombosen, 
Schwangerschaftskomplikationen 

(62, 64-66) 

aPS Antiphosphatidylserine-
AKs 

Fetaltod, prothrombotisch (67, 68) 

aPA Antiphosphatidsäure-
AKs 

Fetaltod (69) 

aPI Antihosphatidylinositol-
AKs 

Fetaltod (63) 

AVA/CL Antivimentin/Cardiolipin-
Komplex-AKs 

arterielle Thrombosen (70-72) 

1.2.5.2 Forschungshistorie der sog. Kofaktoren des APS 

Seit den 1990er-Jahren gilt β2GPI als zentraler Kofaktor in der Pathogenese des APS (48, 

50). Weitere mit dem APS-assoziierte sog. Kofaktoren sind bspw. Prothrombin, Anexin II und 

Anexin V. β2GPI wurde erstmals 1961 beschrieben (73). Über die Funktion von β2GPI ist 

heute über 60 Jahre später wenig bekannt. Bereits 1968 wurden erstmals Personen mit einem 

β2GPI-Mangel beschrieben. Dieser Mangel schien allerdings nicht mit gesundheitlichen 

Folgen für diese Personen einherzugehen (74).  

Ein Großteil der bisherigen Erkenntnisse existiert bislang nur in vitro, während 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 Weiterführende Informationen zu β2GPI verwiesen.   

1.2.6 Diagnostik 

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

und dem Vorliegen eines typischen Antikörperprofils.   
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1.2.6.1 Klassifizierungskriterien  

Bereits 1998 wurden die vorläufigen Klassifizierungskriterien des APS während des Eighth 

International Symposium on Antiphospholipid Antibodies in Sapporo, Japan, festgelegt (82). 

Eine Überarbeitung dieser Sapporo-Kriterien erfolgte etwa acht Jahre später 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 Spezifität ausgerichtetes 

System. Diese Schwerpunktsetzung verbessert die Vergleichbarkeit von Studienkohorten, 

geht jedoch mit einer reduzierten Sensitivität einher. Das Nichterfüllen der Kriterien schließt 

die Diagnose APS daher nicht aus, führt aber in der Regel zum Ausschluss aus klinischen 

Studien.  

Wie ihre Vorgänger 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: Zunächst müssen 

Eingangskriterien erfüllt sein. Anschließend erfolgt eine gewichtete Analyse, bei der klinische 

und laborchemische Kriterien in acht Domänen zusammengeführt werden. Die Diagnose APS 

gilt als gesichert, wenn sowohl die klinischen (Domänen 1-6) als auch die laborchemischen 

Kriterien (Domänen 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 Domänen, die in sechs klinische und zwei 

labortechnische Bereiche unterteilt sind. Vereinfacht nach Barbhaiya et al. (17) (83)). 
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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 Domänen, 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 höhere Wertung zu wählen).  

Klinische Manifestationen, denen eine andere Ätiologie als das APS mind. genauso wahrscheinlich zugrunde liegen könnten, dürfen nicht 
gewichtet werden. 

Klinische 
Unter-
kategorie 

 
Kriterium/Manifestation 

Ge-
wichtung 
In Summe mind. 

3 Punkte 
1. Venös-
makro-
vaskulär 
 

Z.n. venöser Thrombose bei gleichzeitigem thrombotischen 
Hochrisikoprofil(a) 

1 

Z.n. venöser Thrombose ohne gleichzeitigem Vorliegen eines 
thrombotischen Hochrisikoprofils(a)  

3 

2. Arteriell-
makro-
vaskulär 

Z.n. arterieller Thrombose bei gleichzeitigem thrombotischen 
Hochrisikoprofil(a) 

2 

Z.n. arterieller Thrombose ohne gleichzeitigem Vorliegen 
eines thrombotischen Hochrisikoprofils(a)  

5 

3. Mikro-
vaskulär 

V.a. mind. eine der klinischen Manifestationen: 
o Livedo racemosa (klinisch) 
o Livediodpathologische Hautläsionen (klinisch) 
o Akute o. chron. aPL-Nephropathie (klinisch o. 

laborchemisch)  
Pulmonale hämorrhagische Diathese (klinisch o. in der 
Bildgebung) 

2 

Gesicherter Z.n. mind. einer der klinischen Manifestationen:  
o Livediode Vaskulopathie (pathologisch gesichert)  
o Akute o. chron. aPL-Nephropathie (pathologisch 

gesichert) 
o Pulmonale hämorrhagische Diathese (mittels 

bronchoalveoläre Lavage (BAL) oder pathologisch 
gesichert) 

o Myokardiopathie (pathologisch gesichert o. typische 
Bildgebung) 

Adrenale Hämorrhagie (pathologisch gesichert o. typische 
Bildgebung) 

4 

4. Herz-
klappen 

Verdickung 2 

Vegetation 4 

5. 
Schwanger-
schaft 

Mind. 3 spontane, aufeinanderfolgende 
Schwangerschaftsabbrüche vor der 16. SSW 

1 

Spontane Schwangerschaftsabbrüche zwischen der 16. und 
vor der 34. SSW ohne Hinweise auf eine schwere 
Präeklampsie oder einer schwerwiegenden 
Plazentainsuffizienz 

1 

Schwerwiegende Präeklampsie (nach der 34. SSW) oder 
eine schwerwiegende Plazentainsuffizienz mit/ohne Fetaltod 

3 

Schwerwiegende Präeklampsie (nach der 34. SSW) und eine 
schwerwiegende Plazentainsuffizienz mit/ohne Fetaltod 

4 

6. 
Hämatologie 

Thrombozythopenie (20-130x109/L) 2 

(a) Zur detaillierten Risikostratifizieriung wird auf die Primärquelle (17) verwiesen.  
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Tabelle 5 additiv gewichtete laborchemische Kriterien zur Diagnosestellung des APS: Insgesamt acht Domänen, 

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-
chemische 
Unter-
kategorie 

 

Antikörpertiter 

Ge-
wichtung 
In Summe mind. 

3 Punkte 

7. LA-
Nachweis 

Funktioneller, 
hämatologischer 
(gerinnungsbasierter) 
LA-Assay 

Einmaliger LA-Nachweis  1 

Persistierender LA-Nachweis(a) 5 

8. aCL- bzw. 
aβ2GPI- 
Nachweis 

ELISA-basierter 
persistierender(b) 
Antikörpernachweis  

Moderat(b) oder hochpositiver(c) 
IgM-Titer (aCL und/o. aβ2GPI) 

1 

Moderat(b) positiver IgG-Titer (aCL 
und/oder aβ2GPI)(d) 

4 

Hochpositiver(c) IgG-Titer (aCL oder 
aβ2GPI) 

5 

Hochpositiver(c) IgG-Titer (aCL und 
aβ2GPI) 

7 

(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 

Für das CAPS, die seltene, lebensbedrohliche Unterform des APS, wurden 2002 vorläufige 

Klassifikationskriterien beschrieben (10th International Congress on aPL in Taormina, Italien 

(84)). Die Diagnose setzt die Erfüllung aller vier Kriterien voraus (siehe Tabelle 6 Tabelle 6: 

vorläufige Klassifikationskriterien des CAPS, 2002, Taormina. Vereinfacht nach Asherson et 

al. (84)). Bei Teilerfüllung kann eine hohe Wahrscheinlichkeit für CAPS angenommen werden 

(84). 2018 wurden die Kriterien mithilfe der GRADE (Grading Recommendations Assessment, 

Development and Evaluation) -Methodik in diagnostische Leitlinien überführt (27, 85).  

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

Klassifikationskriterien für das CAPS 

1. Belege für die Beteiligung von mind. drei Organen, Systemen und/oder Geweben 

2. Gleichzeitige Entwicklung der Manifestationen oder Entwicklung in unter einer 
Woche 

3. Histopathologische Bestätigung von Verschlüssen kleiner Gefäße in mind. einem 
Organ oder Gewebe 

4. Nachweis von aPL (LA und/oder aCL bzw. aβ2GPI) 

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 (Einführung 2022) wird es als „Non-

organ-specific systemic autoimmune disorder" (4A45) geführt (87). Damit erfolgt eine 

Abgrenzung von organspezifischen Autoimmunerkrankungen; APS und Vaskulitiden sind nun 

eigenständige Kategorien innerhalb der „Diseases of the immune system".  
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1.2.6.3 Möglichkeiten der Antikörperdiagnostik 

Da eine der beiden Säulen der Klassifikationskriterien des APS auf der Persistenz von aCL, 

LA und/oder aβ2GPI fußt (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 für den Nachweis 

von LA zwei Screening-Systeme in einem dreistufigen Verfahren (Screening - Mischstudie - 

Bestätigung). Ein positives Ergebnis erfordert in mindestens einem Testsystem die Positivität 

aller drei Schritte (17, 89). Aufgrund der Heterogenität 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 störanfällig. Antikoagulation, erhöhte Akute-Phase-Proteine 

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

1.2.6.3.2 Anti-Cardiolipin-Antikörper-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 berücksichtigt. Für die Klassifikationskriterien 

sind ausschließlich standardisierte ELISA-basierte Verfahren zugelassen.  

1.2.6.3.3 Anti-β2GPI-Antikörper-Nachweis  

Wie auch für aCL stehen kommerziell erhältliche ELISA-Kits zur aβ2GPI-Detektion zur 

Verfügung (88). Ein Nachweis in flüssiger Phase ist aufgrund sterischer Eigenschaften des 

β2GPI-Moleküls nicht möglich (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 Einschränkung ist umstritten, da eine erhebliche 

Intra- und Inter-Assay- sowie Inter-Labor-Variabilität zwischen ELISA-Kits beschrieben ist. 

Befürchtet wird eine Einschränkung der Sensitivität (94-99). Eine detaillierte Analyse erfolgt in 

Kapitel 4.3 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme.  
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1.2.6.4 Proteinaffinitätschromatografie und β2GPI 

Frühere Studien nutzten Affinitätschromatografie zur Reduktion der aPL-Heterogenität und um 

eine Fokussierung auf aCL zu ermöglichen (48, 50). Es gibt Hinweise darauf, dass β2GPI in 

der Lage ist, diesen Reinigungsprozess zu beeinflussen. Daher werden im Folgenden 

Chromatografieverfahren und die molekulare Struktur von β2GPI dargestellt.  

Die Proteinaffinitätschromatografie basiert auf einer inerten Matrix (z. B. Dextran, Agarose) 

und einem Liganden (100). Zielmoleküle binden spezifisch, unerwünschte Proteine werden 

ausgewaschen. Anschließend wird das zu isolierende Molekül mittels Elution aus der Säule 

gelöst, wodurch die Aufreinigung abgeschlossen ist. Ein gängiger Ligand zur Aufreinigung von 

Ig, insbesondere IgG, ist Protein A (101-104). 

β2GPI ist ein anionisches, phospolipidbindendes, glykiertes Serumprotein, das strukturell in 

fünf sog. Complement Control Protein (CCP)-Domänen organisiert ist (105). Es liegt 

überwiegend in einer geschlossenen zirkulären Konformation vor. Nach Kontakt mit 

anionischen Oberflächen wechselt es in die offene sog. „Hockeyschläger"-Konformation (106).  

 

Abbildung 4 Konformation und Bindungsstellen von β2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, β2‐
Glycoprotein I: evolution, structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 
2011, Pages 1275-1284, ISSN 1538-7836 

Da β2GPI mit Phospholipiden interagiert, können konkurrierende Bindungen die 

Zusammensetzung von Aufreinigungsprodukten verändern. Dies wird in Kapitel 1.2.7.3 

Affinitätsaufreinigung als Ursache einer möglichen Proben- bzw. Ergebnisverfälschung vertieft 

dargestellt.   

1.2.7 Sog. Kofaktorabhängigkeit: Mögliche Mechanismen und deren Evidenz  

Forschung und klinische Praxis konzentrieren sich bislang vor allem auf sog. 

kofaktorabhängige aCL und aβ2GPI, während andere Subgruppen weniger Beachtung finden. 

Diese Schwerpunktsetzung prägt das derzeitige Verständnis des APS, hat aber auch 

Konsequenzen für Diagnostik und Therapie. Vor diesem Hintergrund ist eine kritische Analyse 

der postulierten Kofaktorabhängigkeit erforderlich. Thematisch wird nachfolgend auf die drei 

AK-Gruppen eingegangen, die in der Tabelle 7 Für die Thematik der sog. Kofaktorabhängigkeit 

relevanten Antikörperuntergruppen übersichtlich zusammengefasst werden.  
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Tabelle 7 Für die Thematik der sog. Kofaktorabhängigkeit relevanten Antikörperuntergruppen 

 

Antikörper-Gruppe 
 

Kofaktor 
 

In den nachfolgenden Abb. 5, 6, 8 und 9 
schematisch dargestellt als: 

 

 
 

Kofaktorunabhängige aCL 

 
 

- 

 
 
 

Kofaktorabhängige aCL 

 
 

 

β2GPI 

 
 
 

aβ2GPI 

 
 

- 

 
 

1.2.7.1 Hintergrund der sog. Kofaktorabhängigkeit 

Der Begriff „Kofaktorabhängigkeit“ impliziert, dass β2GPI nicht als eigenständiges Epitop 

fungiert, sondern die Bindung von aCL an ihr Epitop erst ermöglicht. (107). McNeil und Galli 

et al. zeigten, dass APS-Seren ohne zusätzliche Serumproteine keine Bindung an Cardiolipin 

aufwiesen, wohl aber nach Zugabe von β2GPI (siehe 6.4 Weiterführende Informationen zur 

historischen Begründung des Konzepts der sog. Kofaktorabhängigkeit von aCL (48, 50). Diese 

Beobachtung begründete die Hypothese einer kofaktorabhängigen aCL-Aktivität.  

Diesbezüglich existieren drei Erklärungsmodelle die nachfolgend vorgestellt werden (siehe 

Abbildung 5 Möglichkeiten der Funktion von β2GPI bei sog. kofaktorabhängigen aCL). 
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Protein-Lipid-Bindung Lipid-Bindung Protein-Bindung 
Abbildung 5 Möglichkeiten der Funktion von β2GPI bei sog. kofaktorabhängigen aCL  

Dargestellt wird in der oberen Bildhälfte die geschlossene, zirkuläre Konforamtion von β2GPI und in der unteren 
Bildhälfte (A1-C2) die offene, sog. „Hockeyschläger“-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation 
und Bindungsstellen von β2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, β2‐Glycoprotein I: evolution, 
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284, ISSN 
1538-7836). β2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberflächen von der zirkulären Form in die offene Form.  

1.2.7.1.1 Protein-Lipid-Bindung: Das Fusionsepitop  

β2GPI bindet an Phospholipide (A1 aus Abbildung 5). Dies lässt sich aufgrund der Polarität 

der beiden Moleküle erklären (siehe 1.2.6.4 Proteinaffinitätschromatografie und β2GPI). Erst 

Keine direkte WW von aβ2GPI und Cardiolipin 

Hinzugabe von β2GPI zu Cardiolipin 
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das Aufeinandertreffen von Protein (β2GPI) und Lipid (bspw. Cardiolipin) soll laut diesem 

Modell ein Epitop für aCL generieren (siehe A2 in Abbildung 5). Zwar ist die β2GPI-

Phospholipid-Affinität gut dokumentiert (81, 108-114), ein entsprechendes Fusionsepitop 

wurde bislang jedoch nicht nachgewiesen.  

1.2.7.1.2 Lipid-Bindung nach Konformationsänderung 

Die Interaktion von β2GPI mit Phospholipiden (B1 in Abbildung 5) induziert eine strukturelle 

Veränderung, die ein Epitop freilegt (B2 in Abbildung 5). Bisher fehlt jeder experimentelle 

Nachweis für eine solche β2GPI-abhängige Konformationsänderung.  

1.2.7.1.3 Protein-Bindung 

Das Modell der Proteinbindung impliziert, dass β2GPI nach Bindung an das Phospholipid (C1 

in Abbildung 5) selbst als Epitop fungiert (C2 in Abbildung 5). Die als „kofaktorabhängige aCL“ 

beschriebenen Antikörper wären in diesem Fall tatsächlich aβ2GPI (siehe Farbcodierung 

entsprechend der Tabelle 7 Für die Thematik der sog. Kofaktorabhängigkeit relevanten 

Antikörperuntergruppen). Diese Hypothese wird durch mehrere Studien unterstützt, u. a. durch 

Blot-Experimente, in denen Antikörper nur in Anwesenheit von β2GPI nachweisbar waren 

(107, 115-117).  

1.2.7.2  Validität bzw. Problematik des Konzepts der sog. Kofaktorabhängigkeit 

Von den beschriebenen Modellen zur Antikörperbindung ist bisher ausschließlich die Protein-

Bindungshypothese durch experimentelle Daten gestützt (117). β2GPI wirkt damit nicht als 

Kofaktor im engeren biochemischen Sinn, sondern stellt ein Epitop dar (C2). Die postulierte 

Unterteilung in „kofaktorabhängige" und „kofaktorunabhängige" aCL erscheint daher 

problematisch. Für eine echte sog. Kofaktorabhängigkeit existiert bislang weder ein 

experimenteller Nachweis noch ein biochemisch schlüssiges Konzept (107).  

1.2.7.3 Affinitätsaufreinigung als Ursache einer möglichen Proben- bzw. 

Ergebnisverfälschung 

Sowohl McNeil et al. als auch Galli et al. verwendeten im Rahmen ihres Versuchsaufbaus 

affinitätsaufgereinigtes Ig. Das Prinzip dieses Laborverfahrens wurde bereits in dem Abschnitt 

1.2.6.4 Proteinaffinitätschromatografie und β2GPI beschrieben (siehe vertiefend 6.4 

Weiterführende Informationen zur historischen Begründung des Konzepts der sog. 

Kofaktorabhängigkeit von aCL). Neben den aCL können im Rahmen der Aufreinigung 

womöglich auch β2GPI und aβ2GPI erfasst werden. Wie in 1.2.7.1.3 Protein-Bindung 

beschrieben, erklärt sich dies durch die Bindungseigenschaften von β2GPI, das zugleich als 

Ligand für aβ2GPI fungiert. Folglich können aCL, β2GPI und aβ2GPI während der 

Affinitätsaufreinigung in der Säule zurückgehalten und im Eluat nachgewiesen werden 

(veranschaulicht in Abbildung 6 mögliche Kontaminationsquelle im Rahmen der 
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Affinitätsaufreinigung und in 6.4 Weiterführende Informationen zur historischen Begründung 

des Konzepts der sog. Kofaktorabhängigkeit von aCL).  

 

 

 

 

Abbildung 6 mögliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitätsaufreinigung 

Dargestellt wird in der oberen Bildhälfte die geschlossene, zirkuläre Konforamtion von β2GPI und in der unteren 
Bildhälfte (A1-C2) die offene, sog. „Hockeyschläger“-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation 
und Bindungsstellen von β2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, β2‐Glycoprotein I: evolution, 
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284, ISSN 
1538-7836). β2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberflächen von der zirkulären Form in die offene Form.  
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Diese Hypothese wird dadurch gestützt, dass auch McNeil et al. 1990 in ihrem Eluat mittels 

SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) -Analyse den 

sog. Kofaktor β2GPI 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 I (apolipoprotein H). Proc Natl A).  

 

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 I (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 Affinitätsaufreinigung als Ursache einer möglichen 

Proben- bzw. Ergebnisverfälschung lässt sich der nächste Schritt der möglichen weiteren 

Ergebnisverfälschung nachvollziehen. 
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In ELISA-Experimenten ohne Zusatz von Serumproteinen wurde eine Bindung lediglich für 

Lipid-bindende aCL beobachtet, nicht jedoch für aβ2GPI (siehe Abbildung 8 Cardiolipin-

ELISA unter Ausschluss von β2GPI). Nach Hinzugabe von Serum konnte β2GPI an die mit 

Cardiolipin beschichtete Oberfläche binden und diente dadurch selbst als Epitop für aβ2GPI 

(siehe Abbildung 9 Cardiolipin-ELISA in Anwesenheit von β2GPI). Auf diese Weise entstand 

ein indirektes Bindungssignal, das im Testsystem messbar war.  

 

 

Abbildung 8 Cardiolipin-ELISA unter Ausschluss von β2GPI 
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Abbildung 9 Cardiolipin-ELISA in Anwesenheit von β2GPI 

Dargestellt wird in der oberen Bildhälfte die geschlossene, zirkuläre Konforamtion von β2GPI und in der unteren 
Bildhälfte (A1-C2) die offene, sog. „Hockeyschläger“-Konformation (entsprechend der Abbildung 4 Konformation 

und Bindungsstellen von β2GPI. Bildquelle: P.G. DE GROOT, J.C.M. MEIJERS, β2‐Glycoprotein I: evolution, 
structure and function, Journal of Thrombosis and Haemostasis, Volume 9, Issue 7, 2011, Pages 1275-1284, 
ISSN 1538-7836). β2GPI wechselt nach Kontakt mit anionischen Oberflächen von der zirkulären Form in die 
offene Form.  

1.2.7.5 Studienlage zur sog. Kofaktorabhängigkeit 

Die Arbeiten von Galli et al. und McNeil et al. aus dem Jahr 1990 stellten die Grundlage für die 

Annahme einer sog. Kofaktorabhängigkeit dar (48, 50). Beide Untersuchungen basierten 

jedoch auf einer sehr geringen Probenzahl (jeweils zwei Patient*innen). Angaben zu den 

exakten Antikörpermustern der untersuchten Seren liegen nicht vor. Ob in diesen Proben eine 

Dominanz von aβ2GPI vorlag, lässt sich daher retrospektiv nicht beurteilen. 

1.2.8 Pathophysiologie  

Antikörper bei antikörpervermittelten Autoimmunkrankheiten lassen sich grundsätzlich in zwei 

Gruppen unterteilen: In solche mit ausschließlich diagnostischem Wert und solche mit 

pathophysiologischer Relevanz. Diese Unterscheidung ist jedoch nicht strikt, sondern dient 

eher der Vereinfachung. Ein bekanntes Beispiel für Antikörper mit primär diagnostischem Wert 

sind die sog. antinukleären Antikörper (ANAs) bei SLE (118, 119). Antikörper, die 



Einleitung / Ziel der Dissertation 

26 

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 ungeklärt. Es existieren zahlreiche Theorien, Erklärungsansätze 

und Forschungshinweise, die so heterogen sind wie die Gruppe der aPL selbst. Im Folgenden 

werden einige dieser Theorien präsentiert. Es wird kein Anspruch auf Vollständigkeit erhoben. 

Zur Wahrung der Übersichtlichkeit erfolgt die Gliederung der Thematik anhand der im Kapitel 

1.1.1 Das Immunsystem dargestellten Unterteilung des Immunsystems in zelluläre und 

humorale Komponenten.  

1.2.8.1 Zelluläre 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 können in verschiedene Subgruppen unterteilt werden (siehe Abbildung 1 

Komponenten des angeborenen Immunsystems sowie Tabelle 8 Vereinfachte Übersicht der 

Subgruppen dendritischer Zellen). Nachfolgend wird ausschließlich 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 Übersicht der Subgruppen dendritischer Zellen 

Subgruppe Vorwiegende 
Lokalisation 

Vorwiegende Funktion 

Follikuläre dendr. 
Zellen 

Prim.- u. Sek.-
Lymphfollikel 

Zytokinproduktion (insb. zur B-Lymphozyten-
Steuerung), unverarbeitete Ag-Präsentation u. a. 
über Ag-AK-Komplexe  

Inflammatorische 
dendr. Zellen, 

Entzündungs-
gebiete (akut u. 
chron.)  

Nach Phagozytose Migration in lympath. Organe 
und Ag-Präsentation (insb. T-Lymphozyten) 

Interdigitierende 
dendr. Zellen 

Ubiquitär, insb. in 
LKs 

Ag-Präsentation, bes. wichtig für naive T-Zellen, 
insb. virale Ag-Präsentation  

Interstitielle 
dendr. Zellen 

Interstitium u. a. beteiligt an Abstoßungsreaktion allogener 
(Organ-)Transplantationen 

Langerhans-
Zellen  

Epidermis, 
Schleimhäute  

prim. inaktiv; Aktivierung durch Ag-Kontakt, 
daraufhin Migration in regionäre LK und Ag-
Präsentation (insb. T-Lymphozyten) 

Plasmazytoide 
dendr. Zellen 

Blut, periph. 
Lymphorgane  

Nach TLR-Aktivierung: Ausschüttung v. a. IFN-α 
und -β 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 intrazellulären Detektion von Nukleinsäuren, wobei TLR-7 spezifisch 

für einzelsträngige RNA (ssRNA – single stranded ribonucleic acid) und TLR-9 spezifisch für 

einzelsträngige DNA (ssDNA – single stranded desoxyribonucleic acid) ist. Virale Genome 

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

wodurch die TLR die pDC befähigen, Virusinfektionen auf zellulärer Ebene zu erkennen. Die 

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

insbesondere IFN-α und IFN-β  (142-145). IFN verstärken über parakrine und autokrine 

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

Klasse-I-Moleküle und Proteasomen, wodurch infizierte Zellen effizienter von T-Lymphozyten 

erkannt werden (146-149). Zudem werden NK-Zellen aktiviert (150).   
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Abbildung 10 aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N. Müller-Calleja et al. 
Lipid presentation by the protein C receptor links coagulation with autoimmunity. Science371, eabc0956 (2021) 

Müller-Calleja et al. zeigten, dass aPL pDCs über den endothelialen Protein-C-Rezeptor 

(EPCR) aktivieren können, wenn dieser in Komplex mit Lysobisphosphatidsäure (LBPA) 

vorliegt (151). aPL binden den EPCR/LBPA-Komplex, der daraufhin in Endosomen 

internalisiert wird und als Vehikel für den Transport der Antikörper 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 gegenüber 

entsprechenden Liganden (128, 153).  

Es entsteht Wasserstoffperoxid (H2O2), das NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' 

of activated B-cells) aktiviert und eine vermehrte Expression proinflammatorischer Gene, 

einschließlich Tissue Factor (TF) und TLR, auslöst (107, 128, 151, 154). Dies resultiert in einer 

verstärkten IFN-α-Produktion (128, 155).  

Die erhöhte IFN-α-Ausschüttung führt zu einer Aktivierung von B1a-Zellen, die ihrerseits aPL 

produzieren. Dadurch entsteht ein Verstärkungszyklus aus pDC-Aktivierung, 

Interferonfreisetzung und erneuter aPL-Produktion (151, 156-158). Die Hochregulation von 

TLR, insbesondere TLR-7, könnte somit zur Persistenz von aPL beitragen und die Entwicklung 

des APS begünstigen (8, 128, 151, 159-162). Studien deuten darauf hin, dass die Retention 

von TLR im ER normalerweise eine Schutzfunktion vor Autoimmunreaktionen erfüllt. aPL 

können diesen Mechanismus der Selbsttoleranz stören (128, 151, 155, 161-168).  
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Eine anschauliche Zusammenfassung der oben genannten mechanistischen 

Zusammenhänge der EPCR/LBPA/aPL-initiierten Signalkaskade bietet die linke Bildhälfte der 

Abbildung 10 aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N. 

Müller-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 Vorläuferzellen, zirkulieren wenige Tage im Blut und 

differenzieren zu gewebsständigen Makrophagen oder dendritischen Zellen (169, 170).  Sie 

exprimieren verschiedene PRRs, darunter TLR, und sind nach Aktivierung zur Sekretion 

proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-α, Interleukin (IL)-1β, reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) und Komplementfaktoren fähig (171, 172). Damit tragen Monozyten sowohl zur 

antimikrobiellen Abwehr als auch zur Pathogenese entzündlicher und autoimmuner 

Erkrankungen bei (173, 174).  

Gewebe- und entzündungsspezifische 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 VIIa, der die Faktoren IX und X proteolytisch aktiviert (176-179). 

Dies initiiert die Gerinnungskaskade und führt zusätzlich über Faktor Xa zu einer Aktivierung 

von Protease-activated Receptor-2 (PAR-2). Außerdem wird Xa-vermittelt eine EPCR-basierte 

und TF-abhängige Signalkaskade initiiert (180-184). Erwähnt sei an dieser Stelle, dass EPCR 

nicht über eigene enzymatische Aktivität mit PAR-2 interagiert, sondern über die 

Mechanismen, die vereinfacht in der Tabelle 35 EPCR-vermittelte Modulation der PAR-2-

Aktivität zusammengefasst werden.  

Insbesondere wenn EPCR LBPA als Liganden an der Zelloberfläche präsentiert, ist dieser 

Rezeptor eng mit der Pathophysiologie des APS verzahnt ((151, 185) siehe 1.2.8.1.1 

Dendritische Zellen). Auf der Monozytenoberfläche binden aPL den EPCR/LBPA-Komplex, 

stören dadurch die TFPI-vermittelte Inhibition von TF und verstärken sowohl die 

Gerinnungsaktivierung als auch die PAR-2-Signalübertragung. Dies führt zur Translokation 

und Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (ASM), die Sphingomyelin zu Ceramid 

hydrolysiert. Nachgeschaltete Flippasen verlagern Phosphatidylserin von der inneren zur 

äußeren Zellmembran, wodurch die prokoagulatorische Aktivität der Monozyten zunimmt (151, 

180, 186-188).  

Zusätzlich aktivieren aPL NOX in Monozyten, was - analog zu pDCs - die Expression von TF, 

proinflammatorischen Mediatoren wie TNF-α und eine persistente prokoagulatorische 

Aktivierung fördert (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 Bildhälfte der Abbildung 10 

aPL-vermittelte Signalkaskade in dendr. Zellen und Monozyten, Bildquelle: N. Müller-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 Hämostase ein (197). Darüber hinaus sind 

sie in die Immunabwehr involviert und können eine proinflammatorische Funktion übernehmen 

(198-201). Bei Gefäßverletzung binden sie über Adhäsionsmoleküle an Endothelzellen und 

die freiliegende extrazelluläre Matrix. Diese Interaktion wird insbesondere durch den von 

Willebrand-Faktor (vWF) vermittelt (202-204). Nach Adhäsion erfolgt die Aktivierung der 

Thrombozyten durch Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP), Kollagen, Thrombin und 

Thromboxan A2 (TXA2 (205-207)). Aktivierte Thrombozyten verändern ihre Morphologie und 

setzen den Inhalt intrazellulärer Granula frei (siehe orientierend zusammengefasst in Tabelle 

9 Thrombozytengranula: Untergruppen und Vesikelinhalt (208-214)). Zusätzlich exprimieren 

aktivierte Thrombozyten u. a. Integrin αIIbβ3, das die Aggregation weiterer Thrombozyten 

ermöglicht (215, 216). So wird eine positive Rückkopplung der Plättchenaktivierung etabliert.  

Tabelle 9 Thrombozytengranula: Untergruppen und Vesikelinhalt 

Bezeichnung Vesikelinhalt u. a. Funktion u. a. 

α-Granula - β-Thromboglobulin (TG-β) Chemokin (insb. Fibroblasten, 
teilw. Neutrophile) 

- Fibrinogen Adhäsionsmolekül 

- Fibronektin Adhäsionsmolekül 

- Gerinnungsfaktoren V und XIII Gerinnungskaskade 

- platelet-derived growth factor 
(PDGF) 

Wachstumsfaktor (vermehrte 
Mitose) 

- Plättchenfaktor 4 (PF4) Chemokin (insb. Neutrophile 
und Fibroblasten) 

- P-Selektin Membranprotein: Zelladhäsion 

- Transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) 

Zytokin (Differenzierung, 
Adhäsion, und Heilung) 

- vWF Adhäsionsmolekül 

𝝈-Granula, 

auch 
elektronendichte 
Granula genannt 

- ADP Positive Rückkopplung 

- Adenosintriphosphat (ATP) Positive Rückkopplung 

- Calcium (Ca2+) Gerinnungsfaktor 

- Serotonin Positive Rückkopplung und 
Vasokonstriktion 

𝝀-Granula 
 
 

Ähnlich 
zu 

Lysosomen 

- Arylsulfatase 
- β-Galaktosidase  
- β-Glucuronidase  
- Cathepsine  
- Hexosaminidase  
- Saure 

Phosphatase 

Unklar, ggf. Lyse des 
Krankheitserregers  

Quellen (210-214, 217-219) 
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Im Kontext des APS interagieren aPL spezifisch über anti-β2GPI-Antikörper (aβ2GPI) mit 

Thrombozyten (220). Diese binden an β2GPI und aktivieren intrazelluläre Signalwege, unter 

anderem über mTOR (mechanistic Target of Rapamycin). Die aβ2GPI-vermittelte Aktivierung 

führt zu einer erhöhten Expression und Sekretion von Integrin αIIbβ3, P-Selektin und TXA2 

(221-223). Durch Hochregulation dieser Rezeptoren und Adhäsionsmoleküle sowie durch die 

Ausschüttung des Eikosanoides wird die positive Rückkopplung der Thrombozytenaktivierung 

und -aggregation unterstützt, was die prokoagulatorischen und proinflammatorischen 

Eigenschaften des APS begünstigt. 

1.2.8.1.4 Endothelzellen 

Endothelzellen regulieren unter physiologischen Bedingungen Gefäßtonus, Hämostase und 

Immunantwort (224, 225). Aktivierung wird u. a. durch Gefäßverletzung, Scherkräfte, 

Infektionen, lösliche Mediatoren oder PAMP-Erkennung ausgelöst (226-228). Funktionelle 

Folgen sind Vasodilatation, gesteigerte Gefäßpermeabilität und die Induktion von 

Adhäsionsmolekülen und Chemokinen, welche die Leukodiapedese fördern (siehe Tabelle 10 

Effekte von Mediatoren und Adhäsionsmolekülen aktivierter Endothelzellen). 

Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhäsionsmolekülen aktivierter Endothelzellen 

Mediator bzw. 
Adhäsionsmolekül 

Effekt u. a. auf Quelle 
 

Angiopoeitin-2   

Inhalt sog. 
Weibel-Palade 
Bodies (WPBs) 

(229) 
intrazelluläre 

Granula, die u. a. 
über (multi-

granuläre) Exo-
zytose freigesetzt 
werden können 

Embryonale und postnatale 
Angiogenese 

(230) 

CC-chemokine 
ligand 26 (CCL26) 

Proinflammatorisch (WW u. a. mit 
Eosinophilen und Basophilen) 

(231) 

Endothelin-1 (ET-1) Fließfähigkeit des Blutes (+/-) (232) 

IL-8 Leukodiapedese (v. a. Neutrophile)  (233) 

P-Selektin  Leukodiapedese, 
Thrombozytenadhäsion und -
aggregation 

(234) 

vWF Thrombozytenadhäsion und -
aggregation 

(235) 

E-Selektin Leukodiapedese (WW v. a. mit Granulozyten, NK-Zellen, 
T-Zellen, Monozyten) 

(236) 

IL-1β Proinflammatorisch und prokoagulant (WW u. a. mit 
Neutrophilen, Thrombozyten, Akute-Phase-Proteinen), 
Fieberinduktion 

(237, 
238) 

intercellular 
adhesion molecule-
1 (ICAM-1) 

Adhäsionsmolekül zur Leukodiapedese (WW v. a. mit 
Neutrophilen)  

(239) 

TF Prokoagulant (Gerinnungsfaktor) (240-
242) 

TNF-α Prokoagulant, vermehrte Expression von 
Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen, Leukodiapedese 

(243, 
244) 

vascular cell 
adhesion molecule-
1 (VCAM-1) 

Leukodiapedese (WW u. a. mit Lymphozyten, Monozyten, 
Granulozyten) 

(245) 

 



Einleitung / Ziel der Dissertation 

32 

Bei Kontakt mit aPL werden Endothelzellen experimentell aktiviert. Dies geht mit einer 

prokoagulatorischen Verschiebung einher: erhöhter Tissue-Factor (TF) sowie vermehrte 

Expression von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (246, 247). Zusätzlich 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 für eine normale Plazentabildung erforderlich sind (249). 

Störungen dieser Prozesse sind mit Schwangerschaftskomplikationen wie Präeklampsie oder 

Fehlgeburten assoziiert (250-253).  

Bei APS wird eine aPL-vermittelte Beeinträchtigung der Trophoblastenfunktion beschrieben. 

Nach Kontakt mit aPL produzieren Trophoblasten vermehrt proinflammatorische Mediatoren 

wie IL-1β, IL-8 und CCL26 (siehe Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhäsionsmolekülen 

aktivierter Endothelzellen). Hohe aPL-Titer führen in vitro zur Apoptose in Trophoblasten (254). 

Zudem sind Migration und Invasion der Trophoblasten eingeschränkt, was die Einnistung und 

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

1.2.8.1.6 Neutrophile Granulozyten  

Neutrophile sind zentrale Effektorzellen des angeborenen Immunsystems. Ihre antiinfektiven 

Mechanismen umfassen Phagozytose, die Freisetzung granulozytärer Vesikel sowie die 

Bildung neutrophiler extracellular traps (NETs). NETs bestehen überwiegend aus DNA 

mehrerer Neutrophiler (257). Sie tragen zur Thrombogenese bei, indem das extrazelluläre 

Chromatin ein Gerüst für Fibrin bildet und proteolytische Enzyme die Gerinnungskaskade 

verstärken (258-261). Gewisse Krankheitserreger werden von NETs gebunden und abgetötet 

(262).  

Die Granula der Neutrophilen enthalten u. a. ROS, H2O2 und Stickstoffmonoxid (NO), deren 

Freisetzung zu Gewebeschädigung und einer ausgeprägten Entzündungsreaktion, dem sog. 

oxidativen Burst, führen kann (263).  

Durch ein enges Zusammenspiel mit aktivierten Endothelzellen gelangen Neutrophile zum 

Entzündungsherd. Die durch IL-1β und TNF-α hochregulierten Adhäsionsmoleküle vermitteln 

Wechselwirkungen mit den Oberflächenantigenen der Neutrophilen, insbesondere mit L-

Selektin. Dabei kommt es zunächst zu einer sog. Selektin-Selektin-Wechselwirkung. Im 

Verlauf werden Integrin-Bindungen ermöglicht, sowie eine gesteigerte Expression von ICAM-

1 bzw. VCAM-1 (264, 265), siehe Tabelle 10 Effekte von Mediatoren und Adhäsionsmolekülen 

aktivierter Endothelzellen.  
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Bei APS-Patient*innen wurde eine erhöhte 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 primär durch 

Desoxyribonuklease 1 (DNase1). Hinweise deuten auf eine aPL-vermittelte Hemmung dieser 

Enzymaktivität hin, was den Abbau verzögert und die thrombogene Wirkung von NETs 

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

In vitro führen aPL zur direkten Aktivierung von Neutrophilen mit gesteigerter Granula-

Ausschüttung, oxidativem Burst und vermehrter IL-18-Produktion (129, 268). Da Neutrophile 

wesentlich durch das Komplementsystem aktiviert werden, wird ihre Rolle dort ergänzend 

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 Zelluläre 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 näher 

thematisiert.  

1.2.8.2.1 Komplementsystem 

Das Komplementsystem kann über vier Mechanismen die Immunabwehr beeinflussen. 

Komplementfaktoren dienen der Opsonierung von Pathogenen, rekrutieren über Chemotaxis 

weitere Immunzellen, wirken proinflammatorisch und können über die Bildung des sog. 

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

Tierexperimentelle Modelle zeigen, dass Komplement-defiziente Mäuse weitgehend vor aPL-

induzierten prokoagulatorischen Prozessen geschützt sind (192, 269-271). Auch bei APS-

assoziierten Schwangerschaftskomplikationen wurden protektive Effekte sowohl durch 

genetischen Komplementmangel (insbesondere C3) als auch durch medikamentöse Blockade 

der Aktivierung des Komplementsystems durch Heparin nachgewiesen (272-274). Diese 

Befunde sprechen für eine zentrale Rolle von Komplementfaktoren in der Pathophysiologie 

des APS. 

Besonders bedeutsam ist die Interaktion von Komplementfaktor C5a mit seinem Rezeptor auf 

Neutrophilen. Über eine TF/VIIa/PAR-2-vermittelte Signalachse kann C5a zu einer aPL-

induzierten Aktivierung führen, die fetale Schädigungen in APS-Modellen begünstigt (181, 275, 

276). PAR-2 (auch GPR11 (G-Protein-gekoppelter Rezeptor 11) genannt) wirkt in 

verschiedensten Geweben immunmodulatorisch (siehe 6.6 Weiterführende Informationen zu 

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

Protein C ist ein Vitamin-K-abhängiges 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 können zwei Mechanismen der Aktivierung unterschieden werden. Einerseits 

Thrombin/Thrombomodulin (TM)-vermittelt, wobei APC in löslicher Form vorliegt. Andererseits 

EPCR-gebunden (siehe Abbildung 11 Aktivierungskontext von Protein C zu APC (281-283)).  

 

Abbildung 11 Aktivierungskontext von Protein C zu APC 

Die Wirkung von APC ist kontextabhängig. 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. Während EPCR-gebundenes APC die PAR-1-Signalweiterleitung 

zugunsten von Zellschutz und Antiinflammation verschiebt, führt thrombinabhängige PAR-1-

Aktivierung zu Prokoagulation, Inflammation und erhöhter Gefäßpermeabilität (siehe 

Abbildung 12 zelluläre PAR-1-Signalkaskade je nach grundlegendem 

Aktivierungsmechanismus (284-291).  

Thrombin + TM

Affinität v. Thrombin zu Protein C und Katalyse zu APC wird 
um Faktor 1.000 gesteigert  

„Molecular Switch“ in Thrombin 

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

• Thrombin mit TM = antikoagulatorisch (durch fast ausschließliche Affinität zu 
Protein C)

APC zirkuliert löslich im Blut

vermehrt antikoagulatorische Effekte durch APC, siehe 
Tabelle 11

Protein C + EPCR 

Sterisch optimale Beziehung zu Thrombin-TM-Komplex durch 
EPCR-Bindung ermöglicht

Aktivierung zu APC

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

APC-EPCR-Komplex wirkt über PAR-1-Signalweg vermehrt 
antiinflammatorisch und zellprotektiv, siehe Tabelle 11
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Abbildung 12 zelluläre 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.  

  

PAR-1-Aktivierung durch 
Thrombin:

Aktiviert Gα-q/RhoA-
Signalweg: 

•Vermehrte 
Zellkontraktion

•capillary leak

•Aktivierung von NF-κB 
und MAPK (u. a. 

vermehrte 
proinflammator. 

TNF-α-, IL-1β- und 
IL-6-, IL8-

Ausschüttung)

PAR-1-Aktivierung durch 
APC:

Vermehrte β-Arrestin-
Rekrutierung führt zur 
Aktivierung von: RAC1, 

STAT3, PI3K/Akt und S1PR1

Detail siehe Tabelle 11 
Effekte von APC

Außerdem: Umschaltung 
der PAR-1-Gleichgewichtes 
zugunsten der Aktivierung 
durch APC durch Senkung 

des Thrombinspiegels
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Tabelle 11 Effekte von APC 

Effekt Kofakt-
oren 

Signalkaskade Resultat Quellen 

Anti-
koa-
gula-
tion   

Protein 
S, 
Throm-
bin, TM, 
EPCR 

TM-vermittelter 
Molecular 
Switch von 
Thrombin zur 
vermehrten 
APC-
Generierung, 
siehe Abb. 11  

- Proteolytische Spaltung von Va, 
entspr. Verlust der 
Prothrombinase-Aktivität, entspr. 
weniger Thrombin-Aktivität und 
insg. niedrigerer Thrombin-
Spiegel  

- Verminderte Thrombin-Bildung  
- Spaltung von VIIIa, entspr. 

Hemmung des Tenase-
Komplexes 

(283, 
284, 
292-
301) 

Antiin-
flam-
mation 

EPCR-
vermittelt 

PAR-1 
Aktivierung, 
führt zu 
vermehrter β-
Arrestin-
Expression, 
führt u. a. zur 
Aktivierung von 
PI3K/Akt, 
STAT3 (Signal 
Transducer and 
Activator of 
Transcription 3) 
und RAC1 (Ras-
related C3 
botulinum toxin 
substrate 1), 
siehe Abb. 11 

u. a. Hemmung von NF-κB und MAPK 

(mitogen activated protein kinase): 
- Stabilisierung der 

Endothelbarriere 
- Verminderte Expression von 

Adhäsionsmolekülen (z. B. ICAM-
1, VCAM-1), folglich: Verminderte 
Leukozytenadhäsion und -
migration  

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

- Verminderte proinflammator. 
Transkription und 
Zytokinfreisetzung von TNF-α, IL-
1β, IL-6, IL-8 

(159, 
184, 
281, 
284, 
288, 
302-
321) 

Zyto-
pro-
tektion  

EPCR-
vermittelt  

Entspr. der Anti-
inflammation, 
außerdem über 
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.o.) 

- Stabilisierung von VE-Cadherinen 
und Tight-Junctions: Mindert 
Ödembildung  

- Verminderte ROS-Produktion  
- Unterstützung der 

Reparaturfähigkeit und 
Regeneration des Endothels  

 

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

vor, dennoch ist der Signalweg funktionell gestört (318, 322-327).  
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Mehrere Mechanismen tragen zur Störung 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).  

Darüber hinaus beeinträchtigt eine gestörte APC/EPCR-Interaktion die Signalweiterleitung 

über PAR-1. Infolgedessen verschiebt sich die Balance zugunsten thrombinabhängiger, 

proinflammatorischer Effekte. Dieser Mechanismus wird durch die im APS nachgewiesene 

beschleunigte Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin zusätzlich verstärkt (330).  

Auch die antikoagulatorische Funktion von APC selbst ist durch aPL eingeschränkt. 

Beschrieben sind eine verminderte Inaktivierung von Faktor Va sowie eine mögliche 

Beeinträchtigung von Kofaktoren wie Protein S (195, 331, 332).  

Schließlich können aPL EPCR, wie bereits beschrieben, direkt aktivieren, wenn dieser LBPA 

präsentiert (107, 151, 159, 180, 333). Dies löst 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 Therapieansätze  

Auf kausaler Ebene gibt es bislang keine spezifischen Therapieansätze. Die Therapiestrategie 

konzentriert sich auf die Akutbehandlung thromboembolischer Komplikationen sowie der 

Sekundärprophylaxe weiterer Ereignisse und Schwangerschaftskomplikationen. 

1.2.9.1 Allgemeine Herausforderungen der Therapie  

Obwohl das APS zu den antikörpervermittelten Autoimmunkrankheiten zählt, konnten mit 

Immunsuppressiva nur begrenzte Therapieerfolge erzielt werden (22, 334). Die Therapie wird 

zusätzlich 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 

mögliche „non-criteria“-Manifestationen des APS). Substanzen, die aPL neutralisieren oder mit 

ihnen kompetitiv interagieren, sind derzeit nicht verfügbar, könnten jedoch zukünftig neue 

Therapieoptionen darstellen. 

1.2.9.2 Primärprophylaxe  

Die Prophylaxe des APS umfasst sowohl medikamentöse als auch nicht-medikamentöse 

therapeutische Maßnahmen. Zentrale Strategie ist die Reduktion individueller 

Thromboserisikofaktoren wie Rauchen, Immobilisation, Adipositas, Hypertonie, Diabetes 

mellitus, Dyslipidämie oder hormonelle Therapie (335-338). Auch Komorbiditäten wie SLE 

oder erhöhen rheumatoide Arthritis (RA) erfordern eine konsequente Krankheitskontrolle, da 

sie das Thromboserisiko zusätzlich erhöhen.  
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Prinzipiell stellt der Nachweis von aPL nicht automatisch eine Indikation einer Therapie dar. 

Vielmehr müssen zunächst Risikogruppen definiert werden. Als Risikopatient*innen für 

thromboembolische Ereignisse gelten im Rahmen des APS v. a. jene Patient*innen, die einen 

dreifach positiven Antikörper-Titer vorweisen (d. h. aCL und LA und aβ2GPI positiv).  

Die Evidenzlage ist jedoch limitiert. Studien konnten für 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 möglichen Nutzen, die Aussagekraft war jedoch aufgrund methodischer 

Heterogenität eingeschränkt (343-348). Eine generelle Primärprophylaxe sollte nur nach 

entsprechender Risikostratifikation initiiert und individuell abgewogen werden (343, 349, 350). 

Zu berücksichtigen sind potenzielle unerwünschte Arzneimittelwirkungen (UAW) wie 

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

1.2.9.3 Therapie und Sekundärprophylaxe  

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

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

1.2.9.3.1 Antikoagulation bei venösen Thrombosen 

Ein differenzierter Vergleich zur Therapie venöser Thromboembolien (VTE) in der 

Allgemeinbevölkerung verdeutlicht die Besonderheiten im Management von APS. In der 

Allgemeinbevölkerung wird die Therapie venöser Thromboembolien (VTE) in eine Initial- und 

eine Erhaltungsphase unterteilt. Die Initialphase umfasst eine therapeutische Antikoagulation 

für fünf bis 21 Tage (351). Insbesondere niedermolekulares Heparin (NHM) oder Fondaparinux 

werden angewendet, ggf. direkte orale Antikoagulanzien (DOAKs) oder unfraktioniertes 

Heparin (UFH). Für die Erhaltungsphase über mindestens drei, häufig sechs Monate oder 

länger, gelten DOAKs (insbesondere Apixaban und Rivaroxaban) als Medikamente der ersten 

Wahl. 

Für APS-(Hochrisiko-)Patient*innen gelten andere Empfehlungen. Hier stellen VKA die 

Standardtherapie dar, da DOAKs in diesem Kollektiv kein sicheres Wirkprofil zeigen. Eine 

2018 publizierte randomisierte multizentrische Studie wurde wegen erhöhter 

thromboembolischer Ereignisse unter Rivaroxaban bei APS vorzeitig beendet (352). Daraufhin 

wurde in Deutschland ein sog. „Rote-Hand-Brief" für DOAKs im Kontext APS veröffentlicht 

(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 könnte, ist Gegenstand aktueller Studien 

(354-357).  
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Eine Therapie mit DOAKs kann in Einzelfällen nach individueller Risikostratifizierung, 

insbesondere bei noch nicht bestätigter Antikörperpersistenz, bei VKA-Intoleranz oder 

ausschließlich venösen Ereignissen mit niedrigem Antikörperrisikoprofil erwogen werden (349, 

358-362). Alternativ können 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 Allgemeinbevölkerung 

wird bei venösen Thrombosen ein Zielwert von 2,0-3,0 empfohlen. Für 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. Während in der 

Allgemeinbevölkerung eine Erhaltungsphase von mindestens drei, häufig aber sechs Monaten 

vorgesehen ist, reicht diese Dauer bei APS-Patient*innen oft nicht aus. Abhängig vom 

Risikoprofil muss eine lebenslange Sekundärprophylaxe in Betracht gezogen werden (350, 

375). Wichtige Kriterien der Risikostratifizierung sind neben dem bereits erwähnten 

Antikörperprofil 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 

 Allgemeinbevölkerung APS-Patient*innen 
Zwecks Übersichtlichkeit hier keine Unterteilung 

in Low- bzw. High-Risk-APS-Patient*innen 

Wirkstoffe 1. Wahl: DOAKs 
2. Wahl: VKA 

Alternative: NMH 

1. Wahl: VKA 
Alternative: LDA, NMH, Immunsuppressiva, 
Komplementsysteminhibitoren  
Rote Hand Brief für DOAKs! 

Ziel-INR 2,0 – 3,0 2,0 – 3,0 (ggf. 3,0 – 4,0) 

Dauer Mind. 3 (i. d. R. 6) 
Monate 

Risikostratifizierte Abwägung, ggf. 
lebenslängliche 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. Ergänzend kann LDA eingesetzt oder eine höhere INR-Zielspanne (3,0-

4,0) in Erwägung gezogen werden. Bei Therapieversagen kann auf NMH gewechselt werden. 

DOAKs sind insbesondere bei arteriellen Ereignissen kontraindiziert, da Rivaroxaban den VKA 

klar unterlegen war (352).  
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 Zielsetzung dieser Dissertation  

Das APS ist durch thromboembolische Ereignisse und Schwangerschaftskomplikationen 

charakterisiert. aPL gelten als zentrale pathophysiologische Faktoren, ihre Heterogenität 

erschwert jedoch die differenzierte Bewertung. Eine Untergruppe der aPL stellen aCL dar. 

Insbesondere die sog. kofaktorunabhängigen aCL wurden historisch nur selten mit einer 

relevanten Pathogenität in Verbindung gebracht und fanden daher in der Forschung bislang 

wenig Beachtung. Da die postulierte Kofaktorabhängigkeit nicht durch belastbare Evidenz 

gestützt ist (siehe 1.2.7.2 Validität bzw. Problematik des Konzepts der sog. 

Kofaktorabhängigkeit), wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit überwiegend auf das Adjektiv 

Lipid-bindend zurückgegriffen. Der Fokus liegt somit auf den Lipid-bindenden aCL als 

potenziell relevante Subgruppe. Vorausgehende Forschungsansätze dieser Arbeitsgruppe 

machten die Teilhabe der Lipid-bindenden aCL an der Pathogenität des APS deutlich (107, 

116, 128, 151, 155, 192, 196, 333, 376-384).  

aCL aus Seren zweier unabhängiger Kohorten werden laborchemisch aufgereinigt. 

Eingeschlossen sind Patient*innen mit venöser 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 ermöglicht eine quantitative Vergleichbarkeit der 

Antikörperaktivität zwischen den Gruppen. 

Die Arbeit prüft, ob eine verstärkte Antikörper-Antigen-Interaktion von Lipid-bindenden aCL mit 

dem Auftreten behandlungsbedürftiger venöser Thrombosen assoziiert ist und ob sie gesunde 

Kontrollen unterscheidet. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass Patient*innen mit APS eine 

erhöhte Lipid-bindende aCL-Aktivität im Vergleich zu Kontrollproben aufweisen. Ziel ist die 

Validierung bisheriger Annahmen zur pathogenetischen Rolle von Lipid-bindenden aCL und 

die Identifikation möglicher Ansatzpunkte für zukünftige Therapien.  
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2 Material und Methoden 

 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 13 verwendete Laborgeräte 

 Gerät   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 

Geschirrspülmaschine Miele professional G7883 Miele 

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf 

Kühlschrank (+ 4°C) Economic Cooler Bosch 

Magnetrührer MR Hei-Standard Heidolph 

Mikroliterspritze (Hamilton) Serie 700 MICROLITER®-
Spritzen, Modell 1, 
Spitzentyp 2, 702 N 

Roth 
 

NanoDrop ND-1000 
Spectrophotometer 

Peqlab 
Biotechnologie 
GmbH 

Pipetten Reference 
Research (100-1000 μL, 10-
100 μL, 0,5-10 μL) 

Eppendorf 

Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann 

Sterilarbeitsplatz an Laminar 
flow-Werkbank 

HS18 Heraeus 

Vortexmischer Reagenzglas-Vortex-
Schüttler 

VWR 

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 

Bechergläser 25 mL, 150 mL, 250 
mL, 600 mL 

Schott Duran 

Chromatographiesäulen Sephadex G-25 
Resin (PD Mini 
Trap G-25) 

GE Healthcare 

Combitips Combitips® 
advanced 10 ml, 5 
ml, 1 
ml, 0,5 ml 

Eppendorf 

Glasflaschen 100 mL, 250 mL, 
500 mL 

Schott Duran, VWR 

Monovetten Citrat-Monovetten Sarstedt 

Parafilm Parafilm® M Roth 

Pipettenspitzen 0,1-10 μl TXL-10 Axygen 

Pipettenspitzen 10/20 μl XL 
Graduated Filter Tip 

Starlab 

Pipettenspitzen 200 μl und 1000 μl Sarstedt 

Pipettenspitzen 100 μl Bevelled 
Filter Tip 

Starlab 

Pipettenspitzen 1000 μl Filter Tip Starlab 

Reagiergefäße Safe-Lock Tubes 
1,5 ml und 2 ml 

Eppendorf 

Säulen Ig   

Stabpipetten Cellstar® 
Serologische 
Pipetten 5 mL, 10 
mL, 25 mL 

Greiner Bio-One 

Ultrafiltrationseinheit Ultra-0,5 
Centrifugal Filter 
Devices 

Amicon 

Verschließfolien Clear Seal Strong Peqlab 

Well-Platten (96er) NuclonTM Delta 
Surface (96 
Wells) 

Thermo Scientific 

 

  



Material und Methoden 

43 

2.1.3 Reagenzien 

Tabelle 15 Reagenzien 

Substanz Hersteller 

Ammoniumsulfat Roth 

Cardiolipin (98%-Lösung) Sigma-Aldrich 

(Dulbecco’s) phosphate buffered saline ((D)PBS) Sigma-Aldrich 

Ethanol Applichem 

Glycin-Salzsäure (HCl) Roth 

Natrium-Phosphat Roth 

Schwefelsäure, konzentriert 96%  Roth 

3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat Sigma-Aldrich 

Terralin® Liquid Schülke 

Terralin® Protect Schülke 

Tris-HCl Roth 

Tween 20 Applichem 

 

Tabelle 16 Antikörper 

Antikörper Verwendung Markierung Hersteller 

anti-human IgG (Fab 
specific), peroxidase 
antibody produced in goat 

ELISA HRP Sigma-Aldrich 

HL5B Standard Keine Eigene Arbeitsgruppe 

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

Tabelle 17 Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Hersteller/Zusammensetzung  

Ammoniumsulfatlösung, gesättigt 500 g Ammoniumsulfat in 850 mL aqua 
dest., auf 150°C erhitzen, 3 h rühren, über 
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 QubitTM bzw. Invitrogen™ 
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2.1.6 Software 

Tabelle 19 Verwendete Computer-Softwares und Assistenzsysteme 

Software Entwickler Verwendung 

Endnote20 ClarivateTM Literaturverwaltung 

Excel 2021 Microsoft 
Corporation 

Datenerhebung 

ChatGPT OpenAI Unterstützung der sprachlichen 
und strukturellen Textoptimierung 

Duden Mentor Cornelsen Verlag 
GmbH 

Grammatik-, Stil- und 
Rechtschreibprüfung 

deepL deepL SE Übersetzungshilfe 

PowerPoint 
2019 

Microsoft 
Corporation 

Schaubildgestaltung  

Microsoft Word 
2016 

Microsoft 
Corporation 

Fließtextgestaltung 

Microsoft Word 
2019 

Microsoft 
Corporation 

Fließtextgestaltung 

SPSS Statistics 
23 

IBM Statistische Auswertung 

SPSS Statistics 
27 

IBM Statistische Auswertung 

 

Alle automatisierten Assistenzsysteme wurden ausschließlich unterstützend verwendet; die 

inhaltliche Verantwortung liegt vollständig bei der Autorin.  

 Methoden 

Zur Bearbeitung der zentralen Fragestellung wurde ein experimentelles Studiendesign 

gewählt, das gezielt mit unterschiedlichen Patient*innengruppen arbeitete. Die nachfolgenden 

Abschnitte erläutern das methodische Vorgehen vom Studiensetting bis zur Datenauswertung.  

2.2.1 Studienvorbereitung 

Nachfolgend soll erläutert 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 lässt, war es für den Versuchsaufbau 

essenziell, aufseiten der Negativkontrollen ein Kollektiv an Personen mit einer leeren 

thromboembolischen Anamnese zu kreieren (siehe 1.3 Zielsetzung dieser Dissertation). 

Hierfür wurden Blutproben der Gutenberg Gesundheitsstudie (GHS engl. Gutenberg Health 

Study, ehemals „Gutenberg-Herz-Studie“, Umbenennung Februar 2011) gewählt. Die GHS gilt 

als eine der größten prospektiven, repräsentativen, monozentrischen Bevölkerungsstudien der 

Rhein-Main-Region. Sie ist ein interdisziplinäres Forschungskonsortium aus Einrichtungen der 

Universitätsmedizin der Johannes Gutenberg-Universität Mainz (UM). Ziel der Studie ist ein 
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besseres Verständnis für die Entstehung und den Verlauf von sog. „Volkskrankheiten“, wie 

bspw. Herz-Kreislauf-Erkrankungen, zu gewinnen (385, 386). Genauere Details zum 

Auswahlverfahren und dem Biobanking können dem Unterkapitel 6.7.1 Weiterführende 

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. Ausgewählt 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 Volljährigkeit 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 zusätzlichen 

Ultraschalluntersuchung gesichert (387, 388).  

Für diese Dissertation wurden aus diesem Studienkollektiv ausschließlich Serumproben 

gewählt, die in einer zuvor durchgeführten Routineuntersuchung der UM als positiv für aPL 

gewertet wurden. Nähere Details zu der GMP-VTE-Studie können dem Unterkapitel 6.7.2 

Weiterführende Informationen zur Auswahl der Studienproben: GMP-VTE-Studie entnommen 

werden.  

2.2.1.3 Auswahl des Standards 

Um das kofaktorunabhängige bzw. Lipid-bindende Bindungsverhalten der Antikörper 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 fußt. Gewählt wurde der aPL HL5B eines zum Abnahmezeitpunkt 51-

jährigen Mannes mit diagnostiziertem primären 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 Verdünnungsreihe für alle Platten an einem Arbeitstag 

unter identischen Voraussetzungen. Die Verdünnungsreihen beinhalteten stets die folgenden 

Konzentrationen: 250 g/ml, 100 g/ml, 50 g/ml, 10 g/ml, 1 g/ml, 0,1 g/ml.  

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

Da es für den Versuchsaufbau essenziell war, die Autoantikörper des Patient*innenkollektivs 

isoliert, sprich ohne die Anwesenheit von möglichen 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 Proteinfällung mittels Aussalzung 

Pro Testperson wurden 600 l Probenmaterial (Patient*innenserum) mit 240 l gesättigter 

Ammoniumsulfatlösung (siehe Tabelle 17 Puffer und Lösungen) für drei Stunden unter 

gelegentlichem Vortexen (siehe Tabelle 13 verwendete Laborgeräte) auf Eis inkubiert und 

danach mittels Zentrifugation (5 min, 10.000 xg, Raumtemperatur) pelletiert. Im Anschluss 

konnte der Überstand abpipettiert und verworfen werden und das Pellet in 200 l PBS 

resuspendiert werden. Auf diese Weise gelang eine starke Anreicherung der Immunglobuline 

aus den Serumproben.  

Zwecks Entsalzung und damit einhergehender Verbesserung der Lagerfähigkeit wurden 

Chromatographiesäulen der Marke GE Healthcare unter Verwendung von Sephadex G-25 

Resin präpariert (PD Mini Trap G-25). Diese Säulen fußen auf dem Prinzip der sog. 

Größenausschluss-Chromatographie (auch Gelpermeationschromatographie (GPC) 

genannt). Die GPC beruht wiederum auf dem Prinzip der Flüssigchromatographie. Mittels GPC 

lassen sich Moleküle nach ihrem hydrodynamischen Volumen fraktionieren. Die 

unterschiedlichen Diffusionsverhalten basieren auf spezifischen Moleküleigenschaften und 

beeinflussen die jeweilige Retentionszeit. Kleinere Moleküle dringen tiefer in die Poren der 

stationären Phase ein, wodurch ihnen ein größeres effektives Verteilungsvolumen zur 

Verfügung steht. Daraus resultiert eine längere Retentionszeit im Vergleich zu größeren 

Molekülen. Letztere eluieren daher früher und finden sich in den initialen Eluatfraktionen, 

während kleinere Moleküle erst in späteren Fraktionen auftreten (389, 390). Bezogen auf den 

hier angewendeten Testaufbau repräsentieren kleinere Moleküle die Salzionen des 

Aussalzungsprozesses und die Ig des Probenmaterials stellen die größeren Moleküle dar.  

Zunächst mussten die Säulen äquilibriert werden, was durch Spülen 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 Spülvorgang 

abgeschlossen. Das durch die Proteinfällung gewonnene Probenmaterial konnte nun auf die 

vorbereiteten Säulen (Kapazität: 0,2 – 0,5 ml 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 Laborgeräte) auf ihren jeweiligen Proteingehalt hin untersucht.  

Das grundlegende Prinzip des NanoDrops basiert darauf, die Probe als Flüssigkeitssäule 

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 Verdünnung des 

Probenmaterials erfolgen konnte und dass der NanoDrop in der Lage ist, kleine Mengen von 

Proteinen in Lösung (PBS) zu messen. Messwerte werden ab Überschreiten der 1 g-Grenze 

angegeben. Außerdem benötigt der NanoDrop zur Durchführung der Messung nur ein 

Mikrovolumen von 0,5 – 2 l. Alle Messungen wurden mit einem Probenvolumen von 1,5 l 

und bei einer Wellenlänge von 280 nm durchgeführt.  

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 präziser bestimmt. Verwendet wurde hierfür 

das Qubit™ Protein BR Assay Kit der Marke Invitrogen™ (siehe Tabelle 18 Fertigsysteme 

(Kits)). Im Vergleich zum Messverfahren mittels NanoDrop weist dieses Verfahren eine höhere 

Reproduzierbarkeit der Messwerte auf und verfügt ebenso über 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 durchgeführt (siehe 6.8 Gebrauchsanweisung des verwendeten 

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

2.2.4 Cardiolipin-ELISA Typ home made 

Um die Bindungsspezifität der in der Ig-Fraktion der Proband*innen enthaltenen 

Autoantikörper zu prüfen, wurde ein indirekter ELISA durchgeführt. Hierfür wurde in 

Annäherung an den verwendeten Standard angenommen, dass die Farbintensität des 

umgesetzten TMB-Substartes proportional zu dem spezifischen Bindungsverhalten der 

Autoantikörper sei.  

Herkömmliche kommerzielle ELISA-Systeme zum Nachweis von aCL basieren i. d. R. auf 

einem Testaufbau in Anwesenheit von sog. Kofaktoren (β2GPI als Serumprotein der 

Patient*innenproben, siehe 1.2.6.4 Proteinaffinitätschromatografie und β2GPI). Da diese 
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Arbeit das kofaktorunabhängige bzw. Lipid-bindende Antikörperaktivität 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 über Nacht mit 2,5 g Cardiolipin in Ethanol pro Well bei + 4 °C 

inkubiert wurde. Die darauffolgenden Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Alle Proben wurden zwecks besserer Vergleichbarkeit der Messwerte auf eine 

Konzentration von 50 g/ml mit PBS verdünnt. Die Proben der Patient*innen wurden für eine 

Testung in Doppelbestimmung vorbereitet. Proben des Kontrollkollektivs wurden in 

Einfachbestimmung aufpipettiert (ebenfalls auf 50 g/ml verdünnt).  

2.2.4.2 Durchführung Cardiolipin-ELISA Typ home made  

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

unter Verwendung von Volumina von 100 l.   

Die wie 2.2.4.1 Vorbereitungen der ELISA-Platten präparierte, mit Cardiolipin gecoatete 

Mikrotiterplatte wurde mit einem hierfür angesetzten ELISA-Waschpuffer (PBS + 0,1 % 

Tween20) am ELISA-Washer von der überstehenden Cardiolipin-Ethanol-Lösung gereinigt. 

Zur Vermeidung einer unspezifischen Bindung wurden die Wells für eine Stunde geblockt 

(PBS + 1 % Tween20, 300 l je Well). Die Blockingsolution wurde im Anschluss nicht mittels 

ELISA-Washer entfernt, sondern lediglich aus der Mikrotitierplatte ausgeklopft. Daraufhin 

wurden die Antikörperlösungen aus dem Probenmaterial aufpipettiert (je 50 l pro Well) und 

für eine Stunde inkubiert. Die Tabelle 20 Auftragung des Probenmaterials auf die Kavitäten 

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

Tabelle 20 Auftragung des Probenmaterials auf die Kavitäten 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 = Standardverdünnungsreihe, P = Proben, PBS = Pufferblank, NeKo = Negativkontrollen 

Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde ein HRP-gekoppelter Sekundärantikörper 

(1:10.000 in PBS) im Sinne eines indirekten ELISAs aufgetragen. Dieser Sekundärantikörper 

ist in der Lage, die Fc-Region der gebundenen Antikörper aus dem Probenmaterial zu 



Material und Methoden 

49 

detektieren. Sekundärantikörper, die nach einstündiger Inkubationszeit keine Bindung 

eingehen konnten, wurden in einem letzten Waschschritt entfernt.  

Der Sekundärantikörper ist aufgrund seiner Kopplung an eine Peroxidase namensgebend für 

dieses Laborverfahren (engl. enzyme linked). Diesem Enzym wird nach Abschluss des letzten 

Waschrittes sein Substrat (TMB-Substrat) angeboten. Während einer fünfminütigen 

Inkubationszeit in Dunkelheit setzt die Peroxidase ihr Substrat in einen blauen Farbstoff um. 

Diese Katalyse wurde nach Überschreiten der Fünfminutenmarke mittels einer 2N 

Schwefelsäure-Lösung 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 Autoantikörper des Patient*innenprobenmaterials möglich (siehe Tabelle 13 

verwendete Laborgeräte).  

2.2.4.3 Auswertung 

Der ELISA-Reader bestimmt die optische Dichte (OD) der in 2.2.4.2 Durchführung erläuterten 

Farbreaktion. Diese Rohdaten wurden in Microsoft Excel (Version 16.69) gesichert. Um eine 

Vergleichbarkeit der Platten untereinander zu gewährleisten, wurden die ODs mitmilfe der 

jeweiligen Standardreihe in arbitrary units (AU) umgerechnet (vertiefend, siehe 2.2.5.1 

Messgröße der Optischen Dichte).  

2.2.5 Methoden der statistischen Analyse 

Dieses Kapitel bietet einen Überblick über die statistischen Methoden und Messgrößen, die 

zur Auswertung der experimentellen Daten herangezogen wurden. Die Ausführungen dienen 

der methodischen Vorbereitung; die konkreten Ergebnisse und deren Interpretation folgen in 

Kapitel 3 Ergebnisse. 

2.2.5.1 Messgröße der Optischen Dichte 

Wie bereits in 2.2.4.3 Auswertung liefert der Versuchsaufbau als Messgröße die OD. Sie 

fungiert als Maß für die Abschwächung von Licht aufgrund der Passage durch Materie. 

Rechnerisch fußt die OD auf dem dekadischen Logarithmus der Opazität. Die Opazität kann 

in der Lehre der Optik als Gegenstück zur Transparenz betrachtet werden. Es gilt: Je opaker 

die Materie, desto lichtundurchlässiger ist sie (391).  

Das dekadische Logarithmieren der Opazität gibt demnach an, auf welchen Bruchteil der 

ursprünglichen Beleuchtungsstärke das Licht durch den Durchtritt durch die Materie 

abschwächt wird. Eine OD von 1 entspricht demnach einem Zehntel der ursprünglichen 

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

Um eine Vergleichbarkeit verschiedener Testdurchläufe des ELISA-Verfahrens über mehrere 

Mikrotiterplatten hinweg zu kreieren, wurde die Verwendung der AU angestrebt. Diese 

willkürliche Einheit (als Übersetzung aus dem Englischen arbitrary unit: willkürliche Einheit) 

fußt auf der Verwendung eines einheitlichen, gut untersuchten Standards, dessen 

Messergebnisse aus einer Verdünnungsreihe als Orientierungspunkte genutzt werden (393). 

Die Verdünnungsreihen des Standards konnten mittels einer linearen Gleichung grafisch 

dargestellt werden. Die Abbildung 13 beispielhafte Verdünnungsreihe des Standards HL5B 

zeigt die grafische Darstellung einer solchen Verdünnungsreihe und die daraus resultierende 

lineare Gleichung. 

 

Abbildung 13 beispielhafte Verdünnungsreihe des Standards HL5B 

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

beitragen kann, Bias der verschiedenen Testdurchläufe zu minimieren.  

2.2.5.3 Abgrenzung der Studienkollektive 

Das Studienkollektiv der Negativkontrollen und jene der Studienproben sollten möglichst klar 

abgegrenzt sein, damit die zugrunde liegende Fragestellung der Dissertation bearbeitet 

werden kann. Folglich wurden alle Analysen der deskriptiven Statistik unter Beachtung der 

Subgruppen durchgeführt.  

2.2.5.4 z-Standardisierung 

Nachfolgend werden die Werte der Negativkontrollen auf Ausreißer hin untersucht. Sprich, auf 

Datenpunkte, die so stark von Ihrem erwarteten Ergebnis abweichen, dass ihre Plausibilität 

infrage gestellt werden muss. Ein gängiges Verfahren, um diese Prüfung durchzuführen, ist 

die sog. z-Standardisierung.  
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Mittels Standardnormalverteilung wurde die Analyse auf Ausreißer initiiert. Hierfür wurde laut 

Gauß 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. Zunächst wird jeder 

einzelne Wert der zu untersuchenden Variable z-standardisiert (siehe Formel 1 z-

Standardisierung, wobei µ den Stichprobenmittelwert darstellt (siehe Formel 2 arithmetisches 

Mittel)). 

Formel 1 z-Standardisierung 

𝑧𝑥𝑖 =
𝑥𝑖 − 𝜇

𝜎
 

Formel 2 arithmetisches Mittel 

𝑥̅ = µ =
1

𝑛
∑ 𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

 

Die gängigen Grenzen des Konfidenzintervalls wurden zur Einschätzung der 

Ausreißerwahrscheinlichkeit 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 Ausreißer 

3. <-2,58 und >2,58 wahrscheinliche Ausreißer 

4. <-3,29 und >3,29 sehr wahrscheinliche Ausreißer 

2.2.5.5 Testung auf Normalverteilung 

Um sich Zugang zu weiteren parametrischen Testverfahren der Statistik zu verschaffen, 

wurden die Daten auf Normalverteilung geprüft.  

2.2.5.5.1 Grafische Methode 

Orientierend wurde zunächst ein Histogramm hinzugezogen, um einen ersten Eindruck der 

Verteilung zu gewinnen. Genauere Einblicke ermöglichte 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 (H0) 

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 erwähnt, 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 für viele naturwissenschaftliche Messgrößen eignet, da 

multiplikative Zufallsprozesse berücksichtigt werden können. Da die AU eine Messgröße 

darstellt, die sich auf Werte im positiven Bereich beschränkt, waren die Voraussetzungen für 

dieses Testverfahren erfüllt (die AU beruht auf dem Messwert der OD, die OD stellt ein Maß 

für die Abschwächung einer Strahlung dar; eine negative Abschwächung kann im 

angewendeten Testverfahren nicht erfasst werden).  

Die Werte der AU wurden mittels Logarithmus transformiert. Genutzt wurde hierfür die 

folgende mathematische Grundlage (Formel 3 transformierte Zufallsvariable (Y), wobei (x) den 

Ausgangswert darstellt). 

Formel 3 transformierte Zufallsvariable 

𝑌 = ln(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). Hierfür werden die beiden Subgruppen als zwei 

unabhängige Stichproben gewertet. In einem weiteren Schritt kann die Formel 4 Effektstärke 

angewendet werden, um die Analyseergebnis besser einordnen zu können. N beschreibt die 

Fallzahl und z den Korrelationskoeffizienten.  

Mithilfe der in Tabelle 22 Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen (1992) kann für die 

ermittelte Effektgrenze im Anschluss eine orientierende Einordnung durchgeführt werden 

(397, 398).  
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Formel 4 Effektstärke r 

𝑟 = |
𝑧

√𝑁
| 

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 Prüfung, ob die Gruppenzugehörigkeit des Probenmaterials (Negativkontrollen vs. 

Studienproben) mit einer Zu- oder Abnahme der OD-Werte und damit mit höheren bzw. 

niedrigeren AU-Werten korreliert, eignet sich unter anderem die punktbiseriale Korrelation. 

Wie eingangs dieses Kapitels erläutert, wird der AU-Wert als metrische Variable betrachtet, 

während die Gruppenzuweisung ein nominal skaliertes Merkmal darstellt. Für diese 

Kombination aus Skalentypen ist die punktbiseriale Korrelation ein geeignetes Verfahren.  

Die punktbiseriale Korrelation lässt sich aus der Pearson-Korrelation herleiten und stellt keine 

eigenständige Maßzahl dar, sondern ist ein Spezialfall dieses gewöhnlichen 

Korrelationskoeffizienten ((399, 400) siehe Formel 5 punktbiseriale Korrelation; es gilt: QS = 

Quadratsumme, 𝑛 = Stichprobenumfang, 𝑝  = Anteil der Untersuchungseinheiten mit der 

positiven Ausprägung des dichotomen Merkmals (umgekehrt: 𝑞 = negative Ausprägung)). Bei 

richtiger Merkmalsskalierung errechnen neuere SPSS-Versionen automatisch die 

punktbiseriale Korrelation anstelle der Pearson-Korrelation (399).  
 

Formel 5 punktbiseriale Korrelation 

𝜌 =
𝐼𝐷=1 − 𝐼𝐷=0

√𝑄𝑠(𝐼)
⋅ √𝑛 ⋅ 𝑝 ⋅ 𝑞 

2.2.5.7.3 Eta-Koeffizient 

Als Zusammenhangsmaß 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 Richtungsmaß (bei Annahme eines (geringen) gerichteten Zusammenhangs) 

werden Rückschlüsse auf die Abhängigkeit der Varianz (𝜎2) der abhängigen Variable von der 

unabhängigen nominalen Variable möglich (siehe Formel 6 Varianz). Dies erfolgt mittels 

Quadrierens des Eta-Koeffizienten.  

Formel 6 Varianz 

𝜎2 = ∑(𝑥𝑖 − 𝜇)2𝑝𝑖

𝑛

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 anschließender Addition der dreifachen 

Standardabweichung (Formel 7 Standardabweichung), also der Quadratwurzel der Varianz 

(Formel 8 Cut-off).  

Formel 7 Standardabweichung 

𝑠 = √𝜎2 = √
∑ (𝑥𝑖 = 𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑁 − 1
 

Formel 8 Cut-off 

𝐶𝑜 = 𝑥̅ + 3 ∗ 𝑠 

Stellt man die AU-Werte der Studienproben in einem einfachen Punktdiagramm dar und fügt 

den ermittelten Cut-off als Linie mit entsprechendem Schnittpunkt in der Ordinatenachse (x) 

ein, so lässt sich orientierend ablesen, welche Studienproben AU-Werte oberhalb der 

dreifachen Standardabweichung vorweisen. Nach dieser Anwendung des berechneten Cut-

offs auf die AU der Studienproben lässt 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 Durchführung des sog. Chi-Quadrat-Tests an. Dieses 

Testverfahren beruht auf der Bildung von Kreuztabellen und berechnet die quadrierten 

Abweichungen der tatsächlichen Häufigkeiten (𝑂𝑘) von den erwarteten Häufigkeiten (𝐸𝑘) und 

setzt dies wiederum mit den erwarteten Häufigkeiten in Verhältnis.  

Formel 9 Chi-Quadrat-Berechnung 

𝑋2 = ∑
(𝑂𝑘 − 𝐸𝑘)2

𝐸𝑘

𝑛

𝑘=1
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Der Chi-Quadrat-Test zählt zu den Hypothesentests. Die H0 des Chi-Quadrat-Tests lautet, 

dass es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen erwarteter und beobachteter 

Häufigkeit gibt. Sollte sich ein signifikanter Unterschied errechnen, so lässt sich im Anschluss 

die Effektstärke 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 für 

Cramer-V und Phi identisch. Zwecks Übersichtlichkeit wird nur eine Formel aufgeführt (siehe 

Formel 10 Effektstärke Phi). 

Formel 10 Effektstärke Phi 

𝜑 = √
𝑋2

𝑁
= 𝑤 
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3 Ergebnisse 

 Vorbereitung der Daten: Prüfung der Negativkontrollen 

Da sich weitere statistische Verfahren an den Negativkontrollen orientieren, ist es sinnvoll, 

diese Daten zunächst genauer zu betrachten. Gesunde Personen ohne thrombotische 

Anamnese dienen als Negativkontrollen und werden verglichen mit Seren von Patient*innen 

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

Wie im Abschnitt 2.2 Methoden erläutert, 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 fünfmal durchgeführt wurde, wurden 

die Kontrollseren alle in Mehrfachbestimmung über verschiedene Testplatten hinweg 

ausgewertet (mind. Zweifachbestimmung, teilweise Dreifachbestimmung).  

 

Abbildung 14 Übersicht über die Verteilung der AU aller Negativkontrollen 

3.1.1 Akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchführung  

Die Negativkontrolle von der Testperson mit dem Kürzel N38 sollte ursprünglich in 

Dreifachbestimmung in den Testaufbau einfließen. 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 übrigen Werte wurden entsprechend dem zuvor 

beschriebenem Protokolls erhoben. 

3.1.2 Mögliche Ausreißer detektieren 

Mittels z-Standardisierung kann die Plausibilität der Werte geprüft werden (siehe Abbildung 15 

Übersicht über die Verteilung aller z-Faktorwerte der Negativkontrollen sowie 2.2.5.4 z-

Standardisierung und Formel 1 z-Standardisierung). Wertet man die gängigen Grenzen des 

Konfidenzintervalls als Cut-offs, so lassen sich fünf Ergebnisse darstellen, die als nicht 

uneingeschränkt plausibel gelten. Die nachfolgenden Streudiagramme zeigen die 

berechneten z-Faktor-Werte und markieren mithilfe der eingezeichneten 

Negativkontrollen 
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Konfidenzintervallgrenzen, welche Werte potenzielle Ausreißer 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 gängigen Konfidenzintervallgrenzen werden diese potenziellen Ausreißer 

anschaulich zusammengefasst.  

 

Abbildung 15 Übersicht über die Verteilung aller z-Faktorwerte der Negativkontrollen  

 

Abbildung 16 Streudiagramm der z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Zweifachbestimmung 

Negativkontrollen 
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Abbildung 17 Streudiagramm der z-Faktorwerte der Negativkontrollen in Dreifachbestimmung 

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

Kürzel z-Wert AU Platten-Nr. Interpretation 

N17 4,15241 202,62 2 sehr wahrscheinlicher Ausreißer 

N17 2,22494 59,5287 4 potenzieller Ausreißer 

N25 2,34807 130,42 2 potenzieller Ausreißer 

N31 2,82697 104,185 5 wahrscheinlicher Ausreißer 

N31 1,99816 57,1379 3 potenzieller Ausreißer 

3.1.3 Ausreißer definieren 

Vor der weiteren Datenanalyse wurden zwei Werte als Ausreißer definiert. Basis für 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. größer 2,58 

(entsprechende Interpretation = wahrscheinlicher Ausreißer) waren, als valide Ausreißer 

gewertet, wohingegen z-Werte kleiner -1,96 und größer 1,96 (entsprechende Interpretation = 

potenzieller Ausreißer) in die Analyseverfahren eingeschlossen wurden. Dies fasst die Tabelle 

24 Definierte Ausreißer im Kollektiv der Negativkontrollen final zusammen. Hier wird auch der 

Messwert aufgeführt, der aufgrund einer akzidentiell fehlerhaften Versuchsdurchführung 

erhoben wurde und von dem weiteren Analyseverfahren ausgeschlossen wurde (siehe 3.1.1 

Akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchführung).  

Tabelle 24 Definierte Ausreißer im Kollektiv der Negativkontrollen 

Kürzel z-Wert AU ELISA-Platte Interpretation 

N17 4,15241 202,62 2 sehr wahrscheinlicher Ausreißer 

N31 2,82697 104,185 5 wahrscheinlicher Ausreißer 

N38 - akzidentiell fehlerhafte Versuchsdurchführung 
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3.1.4 Argumentation hinter dem Ausschluss der Ausreißer 

Diese Entscheidung, einzelne Werte von dem Analyseverfahren auszuschließen, stützt sich 

auf drei Argumentationsansätze.  

Erstens stellt die z-Standardisierung wie im Kapitel 3.1.2 Mögliche Ausreißer detektieren 

beschrieben, eine etablierte Methode der Datenprüfung dar. Die identifizierten z-Werte 

überschreiten den festgelegten Schwellenwert von 2,58. Dieser Schwellenwert wurde als 

Grenze definiert und konsequent angewendet (entsprechende Interpretation 

= wahrscheinlicher Ausreißer = z-Werte kleiner -2,58 und größer 2,58).  

Zweitens hat die Wahl des Schwellenwerts Auswirkungen auf die anschließenden 

Analyseverfahren (siehe Tabelle 21 Interpretation der z-Werte). Eine zu hohe Schwelle könnte 

die Power der nachfolgenden statistischen Tests beeinträchtigen, da sie zu viele Werte 

ausschließt (entsprechende Interpretation = sehr wahrscheinlicher Ausreißer = z-Werte kleiner 

als -3,29 oder größer als 3,29). Eine zu niedrige Schwelle könnte hingegen die Plausibilität der 

Messreihe gefährden, da sie zu viele Werte zur Analyse zulässt (entsprechende Interpretation 

= potenzieller Ausreißer = z-Werte kleiner als -1,96 oder größer als 1,96). 

Drittens kann diese Entscheidung auch mithilfe des Versuchsaufbaus argumentativ bestärkt 

werden: Die Negativkontrollen wurden alle in Zweifach- und teilweise sogar in 

Dreifachbestimmung ausgewertet, was durch die Redundanz einen zusätzlichen Ansatz zur 

Überprüfung der Plausibilität der Werte bietet.  

 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 Rückschlüsse auf die zentrale Hypothese zu ziehen. 

Letzteres wird im Kapitel 3.3 Explorative Statistik umgesetzt. 

3.2.1 Lagemaße 

Hauptaugenmerk der statistischen Auswertung lag auf der Kenngröße der AU. Zur 

einführenden Datenanalyse wurden nachfolgend die gängigen Lagemaße der AU in den 

beiden Subgruppen bestimmt. Grafisch werden diese Daten in der 

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

zusammengefasst.  
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Tabelle 25 Lagemaße AU: Negativkontrollen 

Mittelwert AU 

N Gültig 38 

Fehlend 0 

Mittelwert 37,5722 

Median 34,4678 

Std.-Abweichung 14,35900 

Varianz 206,181 

Minimum 12,58 

Maximum 82,85 

a. Zuteilung Negativkontrollen vs. 

Proben = Negativkontrolle 

 

Tabelle 26 Lagemaße AU: Studienproben 

Mittelwert AU   

N Gültig 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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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 zunächst 

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 Einschätzung der Verteilung wurde ein Histogramm erstellt. In Abbildung 19 

Histogramm Mittelwert AU beider Subgruppen ist zusätzlich die theoretische 

Normalverteilungskurve dargestellt.  
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Zuteilung Negativkontrollen vs. Proben 
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Abbildung 19 Histogramm Mittelwert AU beider Subgruppen 

Zur präziseren 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 

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

  
 

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 

Negativkontrollen vs. 

Proben 

Kolmogorow-Smirnov Shapiro-Wilk 

 

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 durchgeführt.  

3.2.2.3 Testung auf Log-Normalverteilung 

Eine weiterführende Testung auf Log-Normalverteilung wurde ebenfalls durchgeführt, lieferte 

jedoch keine Ergebnisse, die die nachfolgende Testverfahrenauswahl geändert hätte (es ließ 

sich kein Zugang zu parametrischen Analyseverfahren erschließen). Details hierzu können 

dem Anhang im Abschnitt 6.9 Weiterführende Informationen zu der Testung auf Log-

Normalverteilung entnommen werden.   

 Explorative Statistik 

Die AU weist als Messniveau eine metrische Skala auf. Dies beruht auf einer sinnvollen Metrik 

innerhalb der Werteordnung, inklusive eines natürlichen Nullwertes. Dementsprechend 

ermöglichte 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 Rängen der abhängigen Variable (AU) 

und ist dementsprechend verteilungsunabhängig (siehe: Tabelle 29 Rangbildung: Mann-

Whitney-U-Test).  

Tabelle 29 Rangbildung: Mann-Whitney-U-Test 

Ränge 

 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 Fälle aufweisen, ist die asymptotische Signifikanz der 

exakten Signifikanz überlegen (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 für 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 Effektstärke und Interpretation anhand Tabelle 22 

Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen (1992) konnte die Effektstärke des 

vorliegenden Falls als schwach gewertet werden ((0,1 ≤ r ≤ 0,3) siehe: Formel 11 Effektstärke 

des Mann-Whitney-U-Tests bei einer asymptotischen Signifikanz von 0,027 und 2.2.5.7.1 

Mann-Whitney-U-Test). 

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

𝑟 = |
𝑧

√𝑁
| =  |

−2,206817

√170
| =  0,1692551375793187 

3.3.1.2 Punktbiseriale Korrelation 

Die punktbiseriale Korrelation ermittelt für 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 Werteerhöhung der 

AU eingeordnet werden.  

Tabelle 31 punktbiseriale Korrelation: Vergleich AU und Gruppenzuteilung 

Korrelationen 

 

Zuteilung 
Negativ-

kontrollen vs. 
Proben Mittelwert AU  

Zuteilung Negativkontrollen 
vs. Proben 

Korrelation nach Pearson 1 -0,154 

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 beträgt in diesem Fall k = -0,154, ist also negativ. 

Demnach kann ein negativer linearer Zusammenhang beschrieben werden. D. h. dass mit 

dem Übergang vom Kollektiv der Studienproben zu dem Kollektiv der Negativkontrollen eine 

AU-Abnahme erfolgt. Es gilt: Die Zunahme der einen Variable hängt 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 Signalstärke (als 

Repräsentation der Antigen-Antikörper-Wechselwirkung) abnimmt.  

Da keine fachspezifischen Effektstärkegrenzen zur Verfügung standen, wurde eine Ermittlung 

der Effektstärke erneut mittels Tabelle 22 Effektgrenzen nach Cohen (1988) bzw. Cohen 

(1992) orientierend durchgeführt (siehe Formel 12 Effektstärke der punktbiserialen Korrelation 

bei einem Korrelationskoeffizienten von ca. -0,154). Demnach wird der punktbiserialen 

Korrelation ein negativer Zusammenhang zwischen AU-Wert und Gruppenzugehörigkeit 

(Studienproben vs. Negativkontrollen) erhoben, wenngleich bei schwacher Effektstärke (r ≤ 

0,1).  

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

𝑟 = |
𝑧

√𝑁
| = |

−0,154346

√170
| = −0,0118377978168636 

3.3.1.3 Eta-Koeffizient 

Es errechnet sich ein Eta-Koeffizient von ca. 0,154 (siehe Tabelle 32 Eta-Koeffizient als 

Richtungsmaß. Dieser Wert spricht für eine vorhandene, wenn auch geringe 

Rückschlussmöglichkeit auf den Wert der AU anhand der Gruppenzuteilung.  

Tabelle 32 Eta-Koeffizient als Richtungsmaß 

Richtungsmaße 

 Wert 

Nominal bezüglich Intervall Eta Mittelwert AU abhängig 0,154346 

Zuteilung Negativkontrollen vs. 

Proben abhängig 

1,000 

 

Mittels Quadrierens des Eta-Koeffizienten lässt sich folgende Schlussfolgerung aufstellen: 

Durch die Gruppenzuteilung lassen sich ca. 2,34 % der Varianz (𝜎2) der metrischen Variable 

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

Studienproben an.  

Formel 13 Quadrierung von Eta 

Eta2 = 0,1543462 = 0,023822687716 

3.3.2 Qualitative Datenanalyse 

Die qualitative Datenanalyse wurde parallel zur quantitativen durchgeführt. Beide Ansätze 

führten zu weitgehend übereinstimmenden Ergebnissen, was die Plausibilität 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 benötigten Lagemaße sind der Tabelle 25 Lagemaße AU: Negativkontrollen 

und der 

Abbildung 18 Boxplot: Vergleich der AU-Mittelwerte der beiden Subgruppen zu entnehmen. 

Nach Anwendung der oben genannten Formel ließ sich der Cut-off demnach bei ca. 80,65 

berechnen (siehe: Formel 14 Cut-off-Berechnung anhand der Lagemaße der 

Negativkontrollen). 

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

𝐶𝑜 =  𝑥̅ + 3 ∗ 𝑠 = 37,572186 + 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. 

Zusätzlich 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.  

 

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 

Häufigkeiten „positiver“ bzw. „negativer“ Werte (entsprechend oberhalb oder unterhalb des 

Cut-offs) stark von den zu erwarteten Werten abweichen oder denen ähneln. Diese Rechnung 

fußt 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 

Gesamt 

negatives 
Testergebnis 
(<69,896551) 

positives 
Testergebnis 
(>69,896551) 

Zuteilung 
Negativkontrollen vs. 
Proben 

Studien-
probe 

Anzahl 117 15 132 

Erwartete 
Anzahl 

119,6 12,4 132,0 

Negativ-
kontrolle 

Anzahl 37 1 38 

Erwartete 
Anzahl 

34,4 3,6 38,0 

Gesamt Anzahl 154 16 170 

Erwartete 
Anzahl 

154,0 16,0 170,0 

 

Statistisch gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen erwarteter und beobachteter 

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

beibehalten. Bei einer erwarteten Zählhäufigkeit kleiner fünf 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 

 Wert df 

Asymptotische 
Signifikanz 
(zweiseitig) 

Exakte 
Signifikanz (2-

seitig) 

Exakte 
Signifikanz (1-

seitig) 

Chi-Quadrat nach Pearson 2,639 1 0,104   

Kontinuitätskorrektur 1,714 1 0,190   

Likelihood-Quotient 3,349 1 0,067   

Exakter Test nach Fisher    0,126 0,087 

Zusammenhang linear-mit-
linear 

2,623 1 0,105   

Anzahl der gültigen Fälle 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 venösen Thrombosen 

finden lassen. Entsprechend wurde hypothesengeleitet ein negativer Zusammenhang 

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

 Interpretation und Kontextualisierung der Ergebnisse 

Die zentralen Ergebnisse der Arbeit sind in Abbildung 21 Linearer Zusammenhang: 

Gruppenzugehörigkeit und AU-Wert stark vereinfacht dargestellt. Die Analyse zeigte eine 

statistisch signifikante, jedoch lediglich schwach ausgeprägte Assoziation zwischen 

Antikörperbindung und Thromboseanamnese (r = -0,154; p < 0,05; siehe u. a.: Tabelle 31 

punktbiseriale Korrelation: Vergleich AU und Gruppenzuteilung). Damit bleibt die Effektstärke 

hinter den in der zentralen Hypothese formulierten Erwartungen zurück. 

 

Abbildung 21 Linearer Zusammenhang: Gruppenzugehörigkeit und AU-Wert 

Diese Diskrepanz zwischen theoretischer Erwartung und empirischem Befund bildet den 

Ausgangspunkt der folgenden Diskussion. Grundsätzlich lassen sich zwei 

Erklärungsrichtungen unterscheiden. Einerseits methodische Ursachen: Die schwache 

Assoziation könnte auf technische Limitationen des Versuchsdesigns zurückzuführen sein. 

Andererseits inhaltliche bzw. hypothesenbezogene Ursachen: Die Hypothese selbst könnte in 

Teilen nicht zutreffen. Dies würde bedeuten, dass Lipid-bindende aCL möglicherweise nicht in 

dem vermuteten Maße zur Thromboseentstehung beitragen oder dass weitere, bislang nicht 

berücksichtigte Einflussfaktoren eine größere Rolle spielen. 

Vor diesem Hintergrund werden die folgenden Unterkapitel systematisch beide Blickwinkel 

beleuchten: Zunächst methodische Aspekte mit möglichem Optimierungspotenzial, 

anschließend inhaltliche Argumente für 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 begründeten Empfehlung für weiterführende Untersuchungen. 
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 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 aufgeführt.  

4.2.1 Ausschluss sog. Kofaktoren als konzeptionelle Limitation 

Für den Nachweis Lipid-bindender aCL stehen weder kommerziell verfügbare Assays noch 

publizierte Protokolle zur Verfügung. 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 

vollständiges Patient*innenserum einsetzen und dadurch β2GPI als Kofaktor in das System 

einbringen, basiert dieser Ansatz bewusst auf der isolierten Immunglobulinfraktion. Der 

gezielte Ausschluss von β2GPI ermöglicht eine präzisere Analyse Lipid-bindender aCL, 

markiert jedoch zugleich eine konzeptionelle Limitation, da die Vergleichbarkeit mit 

Standardassays eingeschränkt bleibt.  

4.2.2 Technische Limitationen 

Cardiolipin ist chemisch instabil und anfällig für Oxidation sowie thermischen Zerfall. Die 

Eigenbeschichtung der Platten kann zu intra- und interassaybedingter Variabilität führen. Zur 

Optimierung der Vergleichbarkeit wurde der monoklonale aCL als Standard verwendet (siehe 

2.2.1.3 Auswahl des Standards). Eine standardisierte Reproduzierbarkeit ist darüber hinaus 

nur eingeschränkt gewährleistet.  

4.2.3 Interferenzen und unspezifische Bindungen  

Zur Kontrolle des Hintergrundsignals wurden pro Platte zwei sog. Blanks mitgeführt. 

Spezifitätskontrollen im engeren Sinne (bspw. Isotypkontrollen, kompetitive ELISAs oder sog. 

No-Coating-Kontrollen) erfolgten nicht. Unspezifische Bindungen, etwa durch polyreaktive 

IgG, können somit nicht ausgeschlossen werden. Zur allgemeinen Reduktion unspezifischer 

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

4.2.4 Validierung und Vergleichbarkeit mit bestehenden Testsystemen 

Ein direkter Vergleich des Studienmaterials mit kommerziellen Standardtests wurde nicht 

durchgeführt. 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 für die APS-Diagnostik existiert (siehe 

vertiefend dazu: 4.3 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme). Sämtliche 

verfügbaren Assays für aCL enthalten β2GPI und binden deshalb sowohl aCL als auch aβ2GPI 
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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 

möglich. Zudem könnten therapiebedingte Einflüsse, individuelle Faktoren oder 

Komorbiditäten die Messergebnisse beeinflusst haben. Eine stratifizierte Auswertung nach 

demografischen oder klinischen Variablen erfolgte nicht, könnte jedoch Gegenstand 

zukünftiger Analysen sein.  

 Systemische Grenzen aktueller aPL-Testsysteme 

Die in Kapitel 4.2 dargestellten methodischen Limitationen beziehen sich primär auf das in 

dieser Arbeit eingesetzte Testverfahren. Über die studieninternen Aspekte hinaus zeigen 

jedoch auch etablierte kommerzielle ELISA-Systeme vergleichbare Schwächen. 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 Variabilität zwischen Laboratorien und Testsystemen 

Etablierte ELISA-Systeme zur aPL-Diagnostik weisen eine hohe interlaborative Variabilität auf 

(97, 402-406). Vergleichsstudien und Ringversuche zeigen, dass identische Proben in 

verschiedenen Laboren zu stark abweichenden Titern führen können (siehe 6.10 

Weiterführende 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 für die aCL-

Testung existiert bislang nicht. Die verfügbaren Kalibrierungsansätze (bspw. Harris- oder 

Koike-Standards) sind jeweils mit methodischen Einschränkungen behaftet und bilden die 

polyklonale Vielfalt der Antikörperreaktionen im APS nur unzureichend ab. Details zu diesen 

Standards und ihren Grenzen sind im Anhang dargestellt (siehe 6.10 Weiterführende 

Informationen zu den systemischen Grenzen aktueller aPL-Testsysteme). 

4.3.3 Schwellenwerte und diagnostische Risiken 

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

Einteilung beruht jedoch überwiegend auf Untersuchungen mit einzelnen Assay-Systemen 
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und ist nicht methodenübergreifend validiert. Angesichts der hohen Variabilität und fehlenden 

Standardisierung besteht die Gefahr von Fehleinschätzungen. Alternative Ansätze wie lokal 

definierte Referenzbereiche oder Perzentil-basierte Cut-offs erscheinen theoretisch 

geeigneter, sind jedoch praktisch schwer umzusetzen (siehe 6.10 Weiterführende 

Informationen zu den systemischen Grenzen aktueller aPL-Testsysteme). 

4.3.4 Zwischenfazit 

Die diagnostischen Schwächen etablierter ELISA-Verfahren sind systemischer Natur und nicht 

auf die vorliegende Arbeit beschränkt. 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. 

 Hypothetisches optimales Nachweisverfahren Lipid-bindender aCL 

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, wie ein diagnostisches Verfahren gestaltet 

sein müsste, das Lipid-bindende aCL zuverlässig und unabhängig von β2GPI erfasst. Das 

folgende Kapitel diskutiert mögliche Merkmale eines hypothetischen, optimalen 

Nachweissystems, das über die methodischen Grenzen etablierter ELISA-Formate 

hinausgeht. 

Ein optimales Nachweisverfahren müsste zwingend den Einfluss von β2GPI eliminieren, um 

sicherzustellen, dass gemessene Antikörperaktivität tatsächlich auf Lipid-bindende aCL und 

nicht auf aβ2GPI zurückzuführen ist (siehe 1.2.7.4 Effekt von Hinzugabe bzw. Ausschluss von 

sog. Kofaktoren auf den aCL-ELISA). 

Eine Möglichkeit bestünde darin, die Immunglobuline vollständig über Protein-A- oder Protein-

G-Affinitätssäulen aufzureinigen. Dieses Vorgehen würde garantieren, dass kein β2GPI aus 

dem Serum in den Test gelangt und im Eluat ausschließlich Antikörper vorliegen. Damit ließe 

sich die Unterscheidung zwischen Lipid-bindenden aCL und β2GPI-abhängigen Antikörpern 

experimentell eindeutig realisieren. Aufgrund des erheblichen zeitlichen und finanziellen 

Aufwands ist dieses Verfahren für die Routinediagnostik jedoch kaum geeignet. 

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

realistischer. Ein denkbares zweistufiges Format könnte folgendermaßen aussehen: 

1. Präanalytische Separation: Entfernung von β2GPI und aβ2GPI-Komplexen, bspw. 

durch Immunadsorption an eine mit immobilisierten anti-β2GPI-Fab beschichtete 

Festphase mit magnetischer Trennung. Verwendung eines Verdünnungspuffers ohne 

Serumzusätze (zum konsequenten Ausschluss von β2GPI 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 wäre eine gezielte Erfassung Lipid-bindender aCL möglich, ohne dass die 

Messergebnisse durch β2GPI oder aβ2GPI beeinflusst werden. 

 Hypothesenprüfung: Pathogenes Potenzial Lipid-bindender aCL 

Mit der Analyse der studieninternen Limitationen sowie der generellen Schwächen aktueller 

Nachweisverfahren (Kapitel 4.2 bis 4.4) ist der methodische Erklärungspfad abgeschlossen. 

Im Folgenden richtet sich der Fokus auf inhaltliche bzw. hypothesenbezogene Ursachen: Die 

Frage, ob Lipid-bindende aCL unabhängig von methodischen Einschränkungen ein 

pathophysiologisch relevantes Potenzial im beobachteten Studienkollektiv besitzen. 

4.5.1 Empirische Grundlage und erste Hinweise 

Die geringe Effektstärke erlaubt keine individualdiagnostische Trennschärfe. Gleichwohl zeigt 

der β2GPI-freie Cardiolipin-ELISA eine messbare Antikörperbindung und widerspricht damit 

der strikten, in Primärquellen von McNeil und Galli et al. postulierten Kofaktorabhängigkeit. 

Das spricht für 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 kontextabhängigen 

Mechanismus mit geringer Effektgröße eingegrenzt. 

4.5.2 Biologische Plausibilität 

Die biologische Plausibilität 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 Antikörper selten 

isoliert, sondern entfalten ihre Effekte im Zusammenspiel mit weiteren humoralen oder 

zellulären 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 Antikörperaktivität ist daher trotz geringer Effektstärke 

konsistent mit den bestehenden pathophysiologischen Konzepten. 

4.5.3 Pathogenetische Relevanz oder Epiphänomen  

Die in Kapitel 4.5.2 dargestellten Befunde und Vorarbeiten belegen eindeutig, dass Lipid-

bindende aCL grundsätzlich pathophysiologisch wirksam sein können. Offen bleibt jedoch die 

Frage, ob die in dieser Arbeit gemessene Antikörperaktivität im Studienkollektiv tatsächlich 

einen kausalen Beitrag zur Thromboseentstehung leistet oder ob sie lediglich ein 

Epiphänomen einer unspezifischen Immunaktivierung ist. 
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Ein zentrales Argument ergibt sich aus der Lues. Patient*innen mit Syphilis weisen häufig hohe 

Titer Lipid-bindender aCL auf, zeigen jedoch kein generell erhöhtes Risiko für venöse 

Thrombosen. Dies könnte als Hinweis darauf verstanden werden, dass aCL in diesem Kontext 

primär epiphänomenal auftreten, etwa als Begleitreaktion systemischer Inflammation oder 

infektiöser Komorbidität.  

Gleichzeitig wirft die Neurosyphilis neue Fragen auf: Klinisch treten hier Manifestationen wie 

progressive Paralyse (mit motorischen und psychiatrischen Symptomen), Tabes dorsalis 

(degenerative Ausfälle des Rückenmarks) oder apoplexähnliche (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 können sowohl epiphänomenal als auch pathogenetisch relevant sein. Die genaue 

Gewichtung bleibt kontextabhängig und erfordert weitere Studien. 

4.5.4 Kausalanalyse nach Bradford-Hill 

Die Bradford-Hill-Kriterien bieten ein etabliertes Instrument, um den Übergang von einer 

beobachteten Assoziation zu einer kausalen Interpretation zu prüfen. Für das untersuchte 

Kollektiv lassen sich einzelne Aspekte anführen, insbesondere die biologische Plausibilität 

sowie eine gewisse Kohärenz mit publizierten Daten. 

Demgegenüber bleiben zentrale Kriterien unzureichend erfüllt: Die Effektstärke ist gering, eine 

Dosis-Wirkungs-Beziehung ist nicht nachweisbar, und das Fall-Kontroll-basierte 

Studiendesign erlaubt keine Prüfung von Temporarität oder Interventionswirkungen (siehe 

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

Zusammenfassend bleibt die kausale Deutung Lipid-bindender aCL für behandlungsbedürftige 

Thrombosen im Studienkollektiv spekulativ. Die Bradford-Hill-Kriterien liefern jedoch einen 

nützlichen Rahmen, um die Hypothese im Kontext der vorliegenden Daten einzuordnen. Die 

Ergebnisse dieser Dissertation können daher als explorativer Hinweis auf ein potenziell 

relevantes Teilphänomen gewertet werden, das in künftigen, methodisch stringenteren 

Studien gezielt adressiert werden sollte. 

4.5.5 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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Effektstärke spricht gegen eine individualdiagnostische Verwertbarkeit, widerspricht aber 

zugleich dem Konzept einer strikten Kofaktorabhängigkeit.  

Damit entsteht ein ambivalentes Bild: Während die biologische Plausibilität und Vorarbeiten 

eine Beteiligung nahelegen, bleiben alternative Erklärungen wie epiphänomenale 

Antikörperaktivität oder kontextabhängige Mechanismen möglich. Die vorliegenden Befunde 

lassen sich daher als explorativer Hinweis werten, der eine differenzierte Fortführung der 

Hypothesenprüfung erfordert. 

 Mögliche Implikation für 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 

Effektstärke verhindert zwar eine unmittelbare diagnostische Umsetzung, verdeutlicht jedoch 

die Notwendigkeit einer methodisch präziseren Erfassung. 

4.6.1 Klinische Relevanz und diagnostische Konsequenzen 

Ein zentrales Problem der etablierten Assays besteht darin, dass Lipid-bindende aCL zwar 

regelmäßig miterfasst werden, ihre Signale jedoch nicht von aβ2GPI unterschieden werden 

können, da β2GPI in serumbasierten Testsystem vorhanden ist. Dadurch bleibt letztlich unklar, 

welche Antikörper eine Assoziation mit den klinischen Manifestationen des APS zeigen. Für 

eine gezielte Identifikation Lipid-bindender aCL ist daher ein konsequenter Ausschluss von 

Serum und damit von β2GPI 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, größere Kohorten einzubeziehen, 

standardisierte, kofaktorunabhängige Testsysteme zu entwickeln und die Ergebnisse in 

multizentrischen Vergleichen zu validieren. Ergänzend sollten im experimentellen Bereich 

funktionelle Testansätze geprüft 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 Klärung wären prospektive Langzeitkohorten erforderlich, deren 

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

Die in Kapitel 1.3 Zielsetzung dieser Dissertation formulierte Fragestellung zielte darauf ab, ob 

Lipid-bindende aCL im untersuchten Kollektiv mit venösen Thrombosen assoziiert sind und 

damit eine pathogenetische Relevanz nahelegen. Die Analyse ergab zwar eine signifikante, 

aber nur schwach ausgeprägte Assoziation. Damit blieb die Effektstärke hinter den 

Erwartungen der Hypothese zurück. Für diese Diskrepanz kommen zwei Erklärungspfade in 

Betracht: methodische Limitationen des Nachweisverfahrens oder inhaltliche Schwächen der 

Hypothese. 

Methodisch beeinflussen sowohl studieninterne Faktoren (Eigenbeschichtung, fehlende 

Spezifitätskontrollen, begrenzte Kohortengröße) als auch systemische Schwächen etablierter 

Assays (Interlabor-Variabilität, Kalibrierung, Schwellenwerte) die Aussagekraft. Ein optimales 

Verfahren müsste β2GPI konsequent ausschließen, um Lipid-bindende aCL von aβ2GPI 

sicher zu unterscheiden. Denkbar sind bspw. Protein-A-basierte Ig-Aufreinigungen oder 

zweistufige CLIA-Ansätze mit präanalytischer Separation von β2GPI und aβ2GPI. 

Inhaltlich ist die Beteiligung Lipid-bindender aCL am Pathomechanismus des APS durch 

experimentelle Befunde gut gestützt (siehe 1.2.8 Pathophysiologie). Unklar bleibt jedoch, ob 

die in diesem Kollektiv gemessene Aktivität kausal zur Thromboseentstehung beitrug oder 

epiphänomenal im Rahmen unspezifischer Immunaktivierung auftrat. Eine Bewertung nach 

den Bradford-Hill-Kriterien stützt die Plausibilität, macht jedoch deutlich, dass zentrale Kriterien 

wie Effektstärke, Dosis-Wirkungs-Beziehung und Temporarität nicht erfüllt sind. Eine kausale 

Einordnung der Befunde im untersuchten Kollektiv bleibt daher spekulativ. 

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse explorative Assoziationen Lipid-

bindender aCL mit venösen 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 Antikörper nahelegen. Ob 

sich diese Beobachtungen auf den Menschen übertragen lassen, bleibt offen. Voraussetzung 

hierfür wäre eine konsistente Assoziation mit klinischen Manifestationen des APS. Um den 

Stellenwert Lipid-bindender aCL im Krankheitsgeschehen zu klären, sind prospektive Studien 

mit standardisierten, kofaktorunabhängigen 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 Heterogenität 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 Verständnis des APS 

bislang eine untergeordnete Rolle, da die Diskussion traditionell stark von der Annahme einer 

sog. Kofaktorabhängigkeit (β2GPI) geprägt ist. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation Lipid-bindender aCL mit venösen Thrombosen in 

einem definierten Patient*innenkollektiv zu prüfen und ihre mögliche Relevanz im Kontext des 

APS kritisch zu bewerten. Hierfür wurden Antikörperfraktionen mittels Proteinfällung isoliert 

und in einem eigens entwickelten, β2GPI-freien Cardiolipin-ELISA Typ home made untersucht. 

Die Standardisierung der Testbedingungen erlaubte einen quantitativen Vergleich der 

Antikörperaktivität zwischen Patient*innen mit venöser Thrombose und gesunden 

Kontrollpersonen. 

Die Untersuchung zeigte eine signifikante, jedoch schwache Assoziation zwischen erhöhter 

Reaktivität Lipid-bindender aCL und dem Vorliegen venöser Thrombosen. Damit wurden die 

in der Zielsetzung formulierten Erwartungen nicht vollständig bestätigt.  

Zur Erklärung dieser Befunde wurden zwei Argumentationspfade verfolgt. Erstens 

methodische Ursachen: Studieneigene Limitationen wie Eigenbeschichtung, fehlende 

Spezifitätskontrollen und begrenzte Kohortengröße sowie systemische Schwächen etablierter 

ELISAs (Interlabor-Variabilität, fehlende Standardisierung, vordefinierte Schwellenwerte) 

schränken die Aussagekraft ein. Ein optimales Nachweisverfahren müsste β2GPI konsequent 

ausschließen, etwa durch präanalytische Separation (Immunadsorption, serumfreie Puffer), 

um Lipid-bindende aCL zuverlässig von aβ2GPI zu unterscheiden. 

Zweitens inhaltliche Ursachen: Experimentelle Studien belegen die biologische Plausibilität 

einer Beteiligung Lipid-bindender aCL am Pathomechanismus des APS. Auch die hier 

nachgewiesene Antikörperaktivität ist damit vereinbar, wenngleich offenbleibt, ob sie im 

untersuchten Kollektiv kausal an der Thromboseentstehung beteiligt war oder lediglich 

epiphänomenal auftrat. Exemplarisch zeigt die Neurosyphilis, dass aCL sowohl 

epiphänomenal als auch pathogenetisch wirksam sein können, abhängig vom klinischen 

Kontext. Eine Bewertung anhand der Bradford-Hill-Kriterien stützt die Plausibilität prinzipiell. 

Zusammenfassend liefert diese Arbeit explorative Hinweise darauf, dass Lipid-bindende aCL 

eine pathogenetisch relevante Rolle innerhalb des APS spielen könnten. Eine Kausaldeutung 

für das untersuchte Kollektiv bleibt jedoch spekulativ. Der Nachweis einer schwachen, aber 
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signifikanten Assoziation deutet auf ein mögliches pathogenetisches Potenzial hin, das in der 

bisherigen Forschung unterschätzt wurde. Entscheidend ist die Entwicklung und Anwendung 

methodisch stringenter, standardisierter und insbesondere kofaktorunabhängiger Assays, um 

die Rolle Lipid-bindender aCL zuverlässig zu bestimmen. Zukünftige (prospektive) Studien 

sollten prüfen, in welchem Ausmaß Lipid-bindende aCL das Risiko thrombotischer Ereignisse 

beeinflussen und ob sie als eigenständige Zielgröße in Diagnostik und Therapie des APS 

etabliert werden können. 
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6 Anhang 

 Weiterführende Informationen zu dem immunologischen Gedächtnis 

Das immunologische Gedächtnis beruht auf einer Affinitätsreifung, die während der primären 

Immunantwort in Reaktion auf die Oberflächenstrukturen des Pathogens stattfindet. Daraus 

entstehen spezifische Antikörper, die durch sog. Gedächtnisplasmazellen sezerniert werden 

und bei erneutem Antigenkontakt die Vorlaufzeit des adaptiven Immunsystems minimieren. 

Neben den Gedächtnisplasmazellen besteht das immunologische Gedächtnis aus B- und T-

Lymphozyten. Letztere werden als reaktives Immungedächtnis bezeichnet, während die 

Produktion der pathogenspezifischen Antikörper die protektive Immunität darstellt (10, 407). 

Bei der Initiierung einer Immunantwort sind außerdem die APCs von großer Bedeutung. Hierzu 

zählen 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 gezählt werden. APCs sind sowohl für gedächtnisbasierte Immunantworten als 

auch für den primären Kontakt mit einem Pathogen von immenser Wichtigkeit. 

Im experimentellen Setting werden bspw. B1a-Zellen zur Beobachtung des zellbasierten 

immunologischen Gedächtnisses verwendet. B1a-Zellen sind langlebige Cluster of 

differentiation (CD) 5-positive antikörperproduzierende B-Zellen, die u. a. in Mäusen zu finden 

sind und vornehmlich T-Zell unabhängig aktiviert werden können (408-411). 

 Weiterführende Informationen zu Autoimmunität  

Besonders GABHS sind während 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 vielfältig 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, hämolytische Anämie, IgA-

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

serologischen Antikörpernachweises bei APS 

6.3.1 Weiterführende 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). 

Auffällig war, dass die Antikörper von Syphilis-Patient*innen, bei denen die Wassermann-

Reaktion positiv ausfiel, mit Extrakten aus nichtkontagiösen Rinderherzen reagierten. Dies 

deutete darauf hin, dass die Antikörper nicht nur gegen Treponema pallidum, den Erreger der 

Syphilis, sondern auch gegen ein Antigen der Rinderherzen gerichtet waren. Über 30 Jahre 

später, im Jahre 1941, gelang es Mary Pangborn, das für diese Reaktion verantwortliche 

Antigen zu isolieren (22, 41, 42). In Anlehnung an die oben erwähnten Rinderherzen wurde 

der Name Cardiolipin vergeben (aus dem griech. Kardía für Herz). Cardiolipin ist ein 

Diphosphatidylglycerin, welches ausschließlich in der Membran von Bakterien und 

Mitochondrien vorkommt.  

6.3.2 Weiterführende Informationen zu der Forschungshistorie des LA 

Paradoxa von Patient*innen, die in der Labordiagnostik eine mäßige Thrombozytopenie und 

eine verlängerte Vollblutgerinnungszeit aufwiesen, sich jedoch klinisch mit (mitunter letalen) 

thrombotischen Ereignissen vorstellten, führten zu weiterer Forschung (22). Erste 

Erklärungsansätze basierten auf einer Hypoprothrombinämie, die in vitro eine verlängerte 

aPTT provozierte (22, 412, 413). Diese Befundkonstellation konnte bei einigen SLE-

Patient*innen nachgewiesen werden, die zusätzlich 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 geprägt (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 Veränderung der Testergebnisse erklärte. Diese Erkenntnis wurde 

zunächst als diagnostischer Hinweis genutzt. So wies eine verlängerte aPTT, die sich nicht 

durch Hinzugabe normalen Plasmas korrigieren ließen, auf eine mögliche LA-Präsenz in der 

Probe hin. Zur Bestätigung wurde ursprünglich der sog. Tissue Thromboplastin Inhibiting Test 

(TTI) durchgeführt (45, 46). Bei Vorliegen von LA in der Probe fällt der TTI typischerweise 

negativ aus (415, 416). Dieser Test ist allerdings störanfällig, bspw. können falsch-positive 

Ergebnisse auftreten, wenn gleichzeitig Antikörper gegen Faktor-VII oder Faktor-IX-vorliegen 

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

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 zunächst nur in Assoziation mit SLE bekannt (siehe Namensgebung), bis ein positiver LA-

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

6.3.3 Weiterführende Informationen zu der Forschungshistorie der aβ2GPI 

Wie in Absatz 6.3.1 Weiterführende Informationen zu der Forschungshistorie der aCL 

beschrieben, ging man ursprünglich davon aus, dass alle aPL direkt an anionische 

Phospholipide binden können. Als McNeil et al. jedoch affinitätsaufgereinigte aPL im ELISA 

mit Cardiolipin interagieren ließen, konnte keine signifikante Bindung nachgewiesen werden. 

Erst nachdem das Testverfahren um die Zugabe von Serum bzw. Plasma von Proband*innen 

(bzw. Rindern) erweitert wurde, ließ sich eine messbare Antikörper-Antigen-Wechselwirkung 

nachweisen. Daraufhin schloss man, dass aCL auf das Vorhandensein von Plasmaproteinen 

als Kofaktoren angewiesen seien, um Cardiolipin binden zu können (48). Mittels 

Sequenzanalyse wurde zunächst 2-Glycoprotein I (2GPI, auch Apolipoprotein H (apo-H) 

genannt) als interaktionsfähiger Kofaktor ermittelt (48). In dem Kapitel 1.2.7 Sog. 

Kofaktorabhängigkeit: Mögliche Mechanismen und deren Evidenz wird diese Thematik 

genauer diskutiert.  

Im Mausmodell konnten aufgereinigte aβ2GPI nach Injektion u. a. mit einer erhöhten 

Thrombusbildung und einer vermehrten Neigung zu fetaler Resorption in Verbindung gebracht 

werden (49, 50, 424-428).  

 Weiterführende Informationen zur historischen Begründung des 

Konzepts der sog. Kofaktorabhängigkeit von aCL 

Galli et al. wählten Cardiolipin- bzw. Phosphatidylserin-haltige Liposome als Antigen der festen 

Phase in ihrem Versuchsaufbau (50). Weil 1987 davon ausgegangen wurde, dass die 

Spezifität der aPL für negativ geladene Phospholipide im Allgemeinen und nicht für Cardiolipin 

im Besonderen bestünde (68), verwendeten auch McNeil et al. Phosphatidylserin, 

Phosphatidylinositol bzw. Cardiolipin als Antigen ihrer festen Phase (48, 429). Anschließend 

wurde die feste Phase mit affinitätsaufgereinigtem Serum von insgesamt vier verschiedenen 

Patient*innen inkubiert. Als sog. blocking solution (engl.: Löslicher Oberflächenblocker) 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 affinitätsaufgereinigten aPL an mit 

Cardiolipin beschichteten ELISA-Platten nachweisen (siehe 6.3.3 Weiterführende 

Informationen zu der Forschungshistorie der aβ2GPI). Erst die Hinzugabe von Humanserum 

(bzw. Rinderserum) führten zu einer Bindung der aPL an die stationäre Phase. Fraktionierung 

des Serums führte schließlich zur Identifizierung von β2GPI als „Kofaktor“, der die Bindung 

von aCL an die Festphase ermöglichte (siehe: 1.2.5.1.3 Anti-β2GPI). Wie in 1.2.7.1 

Hintergrund der sog. Kofaktorabhängigkeit erläutert, konnte für diese Theorie bislang kein 

biochemischer Mechanismus gefunden werden.  

In der Affinitätsaufreinigung fiel die Wahl des (spezifischen) Liganden bei McNeil et al. 

zunächst auf Phosphatidylserin-Cholesterol (430, 431). Später wurde Cardiolipin als Ligand in 

den Gelen verwendet (48). Beide verwendeten Moleküle zählen 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-Säulen 

angestrebt. Dieser Versuchsaufbau orientierte sich an der Arbeit von Pengo et al. aus dem 

Jahre 1987 (432). 

Im nächsten Schritt wurde das zu untersuchende Serum auf die Säule aufgetragen. Die 

mögliche Beeinflussung durch β2GPI wird in Abbildung 6 mögliche Kontaminationsquelle im 

Rahmen der Affinitätsaufreinigung dargestellt. Der verwendete Ligand (z. B. Cardiolipin oder 

Phosphatidylserin) bietet grundsätzlich nur lipidbindenden aPL eine Interaktionsmöglichkeit. 

Unter diesen Bedingungen könnten somit ausschließlich lipidbindende, sog. 

kofaktorunabhängige aCL aufgereinigt werden (vgl. blaue Antikörper-Figur in Abbildung 6 

mögliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitätsaufreinigung).   

Die typische Serumkonzentration von gelöstem β2GPI 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“ zwangsläufig beigefügt (siehe Abschnitt A in 

Abbildung 6 mögliche Kontaminationsquelle im Rahmen der Affinitätsaufreinigung). β2GPI ist 

ein anionisches, phospolipidbindendes Serumprotein und somit in der Lage, mit dem Liganden 

der Affinitätschromatografiesäule zu wechselwirken (siehe Abschnitt B in Abbildung 6). 

Gleichzeitig ist β2GPI selbst der (namensgebende) Ligand für aβ2GPI (siehe Abschnitt C in 

Abbildung 6). Anstelle einer Aufreinigung von Antikörpern, die spezifisch die Phospholipide 

binden, wechselwirken somit zwei weitere Proteine mit der Affinitätschromatografiesäule 

(siehe Abschnitt C in Abbildung 6). Auch β2GPI und aβ2GPI verweilen demnach während des 

Waschvorgangs in der Säule: β2GPI bindet direkt an den Liganden, aβ2GPI bindet den 
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Liganden indirekt über das gebundene β2GPI. Nach Vollendung des Versuchsaufbaus 

befinden sich in dem Eluat folglich nicht (wie angenommen) lediglich die aCL, sondern 

zusätzlich β2GPI und aβ2GPI (siehe Abschnitt D in Abbildung 6). Um die Brücke zu den 

Primärquellen zu schlagen sei an dieser Stelle erwähnt, dass auch McNeil et al. in ihrem Eluat 

den sog. Kofaktor β2GPI 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 I (apolipoprotein H). Proc Natl A). 

 Weiterführende Informationen zu β2GPI 

Auf hämostaseologischer Ebene wird dem β2GPI u. a. eine hemmende Funktion bei der ADP-

induzierten Thrombozytenaggregation zugeschrieben (436). Die Wechselwirkungen von 

β2GPI und dem Gerinnungssystem scheinen jedoch komplexerer Natur zu sein, da 

Forschungsergebnisse sowohl auf eine gerinnungshemmende Wirkung (einschließlich einer 

thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung), als auch von einer gerinnungsfördernden 

Wirkung (bspw. in Wechselwirkung mit LA) hinweisen. 

Die zweite wichtige Säule der aktuell angenommenen Funktion von β2GPI ist seine 

Wechselwirkung mit dem Komplementsystem. Auch hier muss betont werden, dass weder das 

Ausmaß der Interaktion noch der Mechanismus vollständig verstanden oder nachgewiesen 

sind. Bspw. wird eine mögliche Assoziation mit der Hemmung von Kofaktoren und der 

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

Zusammenfassend bleibt vor dem Hintergrund des fehlenden klinischen Phänotyps bei 2GPI-

Defizienz unklar, inwieweit die in vitro beobachteten Eigenschaften von 2GPI auf die 

tatsächliche physiologische Bedeutung übertragen werden können.  

 Weiterführende Informationen zu der PAR-2-Signalvermittlung 

Bei Abwesenheit von EPCR nimmt PAR-2 vornehmlich proinflammatorische Funktionen ein. 

Diese sind insbesondere NF-κB- bzw. IL-8 vermittelt und resultieren u. a. auf der bevorzugten 

Kopplung von PAR-2 an Gαq-Proteine (440, 441). Sobald EPCR in die PAR-2 Signalkaskade 

involviert ist, kommt es zu einem sog. Biased Signaling sowie einer Veränderung 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-

Aktivität zusammengefasst. 
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Tabelle 35 EPCR-vermittelte Modulation der PAR-2-Aktivität 

Mechanismus: Komplex-
bildung: 

Effekt: Signal-
verlauf: 

Quelle 

Veränderte 
Rezeptor-
konfiguration, sog. 
"Biased Signaling" 

EPCR-TF-
VIIa-PAR2  
o.  
EPCR-Xa-
PAR2 

Proteolyse v. PAR2 an 
alternativer Stelle, führt zu 
einem sog. "tethered ligand", 
führt u. a. zu einer stärkeren 
β-Arrestin-Aktivierung 

VEGF,  
IL-8; zyto-
protektiv 
u. angio-
gen 

(182, 
184) 

Veränderte G-
Protein-Kopplung 
(Shiften des 
Outputs) 

EPCR-TF-
VIIa-PAR2 

Dominanz v. β-Arrestin-
abhängigen Wegen, z. B. 
Aktivierung v. PI3K/Akt 

u. a. anti-
apop-
totische 
Effekte 

(442, 
443) 

     

 Weiterführende Informationen zur Auswahl des Probenmaterials  

Nachfolgend sollen weitere Aspekte den im Abschnitt 2.2.1 Studienvorbereitung zugrunde 

liegenden Studien aufgeführt werden. Insbesondere soll die Zielsetzung der jeweiligen 

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

6.7.1 Weiterführende Informationen zur Auswahl der Negativkontrollen  

Primäres Ziel der GHS-Studie ist v. a. die Risikovorhersage für 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 folgendermaßen (Direktzitat):  

„Die Zufallsstichprobe wurde 1:1 für Geschlecht stratifiziert, 1:1 für den Wohnort 
(städtischer und ländlicher Bereich) sowie zu gleichen Teilen für die vier Altersdekaden. 
Während der Rekrutierungsphase der Studie wurden repräsentative Teilstichproben 
mit denselben Stratifikationskriterien wie die Stichprobe aus den 
Einwohnermeldeämtern in Wellen aus der Stichprobe gezogen. Diese Vorgehensweise 
wurde gewählt, um ein standardisiertes und vergleichbares Rekrutierungsverfahren 
über die gesamte Rekrutierungsperiode sicherzustellen und Zwischenauswertungen, 
die im Studienprotokoll a priori definiert wurden, zu ermöglichen.“ ((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 Weiterführende 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 können sowohl genetisch als auch biochemisch sein (387).  

Das Studienkollektiv wurde aus den bestehenden Kollektiven zweier zuvor durchgeführten 

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 Förderung 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 zufällig entdeckter VTE. Die 

Einteilung erfolgte durch die Prüfärzt*innen. Der Beobachtungszeitraum betrug etwa fünf 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 

 

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 Prädiktoren von Lungenfunktionsstörungen sowie der 

chronischen thromboembolischen pulmonalen Hypertonie (CTEPH) nach akuter LAE, etwa 

infolge einer unvollständigen Thrombusauflösung (445, 451).   

Das FOCUS BioSeq-Projekt ist eine Substudie der FOCUS-Studie (451). Ziel ist der Aufbau 

einer zentralen Biobank zur Identifizierung und Bewertung biochemischer und genetischer 

Marker der akuten LAE und ihrer Spätfolgen. Damit soll die Inzidenz sowie der 

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

 Gebrauchsanweisung des verwendeten QubitTM-Kits 

Wie in 2.2.3 Konzentrationsbestimmung mittels Qubit™ Protein BR Assay Kit wurde das 

Protokoll des Kits angewendet, es erfolgten keinerlei Abänderungen. Nachfolgend wurde die 

englischsprachige Version des Protokolls eingepflegt (Qubit™ Protein BR Assay Kit User 

Guide (453)).  
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 Weiterführende Informationen zu der Testung auf Log-
Normalverteilung 

Zur genaueren Untersuchung der Kenngröße der AU wurde nach dem Ausschluss einer 

Normalverteilung die Testung auf Log-Normalverteilung durchgeführt. Hier lässt 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 analytische Tests auf 

Log-Normalverteilung).  

 

Abbildung 24 Histogramm Mittelwert Log-AU beider Subgruppen 

 

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 

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

  

- 

Tabelle 37 analytische Tests auf Log-Normalverteilung 

Tests auf Logormalverteilung 

 Zuteilung 
Negativkontrollen vs. 
Proben 

Kolmogorow-Smirnov Shapiro-Wilk 

 Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz 

Logarithmischer 
Mittelwert AU  

Studienprobe 0,113 132 0,000 0,956 132 0,000 

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. 

 Weiterführende Informationen zu den systemischen Grenzen 

aktueller aPL-Testsysteme 

Pengo et al. sendete 2007 gefriergetrocknete Proben mit hoch positiven aCL- und aβ2GPI-

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) für IgG aCL geschaffen werden. Die drei verdünnten Proben mit 
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positiven Titern wiesen in den externen Untersuchungen einen Variationskoeffizienten von 53 

%, 59 % und 79 % auf. Diese Spannweite bestätigte sich auch noch, nachdem die Analyse 

auf Zentren beschränkt wurde, die dasselbe kommerzielle Test-Kit verwendeten. Die 

Ergebnisse des aCL-Studienarmes werden in der nachfolgenden Abbildung 

zusammengefasst: Abbildung 26 Interlaborative Variabilität 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 I activity. Thromb Res. 

2007;120(1):127-33. 

 

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 Variabilität 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 I 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 durchgeführten EQAs (external quality assessments) eine ähnliche 

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 möglicherweise 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 Abkürzung CV steht für coefficient of variation.  
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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)). Später wurden chimärische monoklonale Antikörper 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 primäre Referenz dienen, insbesondere für 

Langzeitvergleiche.  

Beide Ansätze bergen Schwachstellen: Die Harris-Standards weisen eine teils hohe 

Chargenvariabilität vor und die Limitierung der Koike-Standards auf ein spezifisches 

Antikörperprofil bildet die Reaktivitätsvielfalt polyklonaler Antikörper von APS-Patient*innen 

nicht ab.  

Die aktualisierten ACR/EULAR-Empfehlungen definieren feste Schwellenwerte zur 

Beurteilung der aPL-Titer. Es wird in moderate und erhöhte Positivität unterschieden (40-79 

Units ≙ moderat positiv; ≥ 80 Units ≙ 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 

überwiegend auf Studien, die lediglich einen einzigen kommerziellen ELISA-Assay auf 

automatisierten Plattformsystemen untersuchten (17, 93, 97). Ein Vergleich mit anderen 

gängigen ELISA-Systemen erfolgte nicht.  

Diese Einschränkung wird besonders relevant im Lichte der bereits thematisierten 

interlaborativen Variabilität 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 methodenübergreifend vergleichbar sind, was nach aktueller Evidenz 

jedoch nicht gegeben ist. Darüber hinaus stützt die Literatur die semiquantitative 

Klassifizierung in moderate bzw. hohe Titerbereiche nicht ausreichend (97, 459). Derartige 

Schwellenwerte könnten bei fehlender Standardisierung zu Fehleinschätzungen führen. 

Als potenziell zielführender 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 Heterogenität gängiger Assays 

besser Rechnung und könnten langfristig dazu beitragen, die diagnostische Treffsicherheit und 

interlaborative Vergleichbarkeit zu erhöhen. Jedoch sind zur Generierung solcher lokalen 

Referenzbereiche große Referenzkollektive notwendig. Dies schränkt die Praktikabilität dieses 

Alternativvorschlages erheblich ein, da er aus ökonomischen Gründen kaum umsetzbar ist. 

 Weiterführende 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 

Effektstärke, der Konsistenz, der Spezifität, des zeitlichen Zusammenhanges, der Dosis-

Wirkung-Beziehung, der biologischen Plausibilität, der Kohärenz, der experimentellen 

Überprüfung und der Analogie.  

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

gemischtes Bild: 

- Stärke des Effekts: Die gemessene Assoziation zwischen AU-Werten und 

Thromboseanamnese ist statistisch signifikant, jedoch schwach ausgeprägt. Eine klare 

Trennschärfe auf individueller Ebene fehlt. 

- Konsistenz: Frühere Arbeiten weisen ebenfalls auf eine mögliche pathophysiologische 

Rolle Lipid-bindender aCL hin. Dennoch fehlen unabhängige Replikationen in großen, 

methodisch stringenten Kohorten. 

- Temporarität: Da es sich um eine Fall-Kontroll-Studie handelt, lässt sich keine zeitliche 

Abfolge von Antikörpernachweis oder -Titer und klinischem Ereignis nachweisen. 

- Dosis-Wirkungs-Beziehung: Eine Abstufung der Effekte bzw. der Ausprägung der 

Klinik der VTE in Abhängigkeit von der Antikörperhöhe wurde nicht untersucht. 

- Biologische Plausibilität: Experimentelle Daten und pathophysiologische Modelle 

sprechen klar dafür, dass Lipid-bindende aCL prothrombotische Mechanismen 

aktivieren können (siehe 1.2.8 Pathophysiologie). 
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- Kohärenz: Die Hypothese fügt sich in das bestehende Verständnis des APS ein, 

insbesondere im Hinblick auf die Heterogenität der aPL, widerspricht jedoch den 

Primärquellen zur sog. Kofaktorabhängigkeit der aCL von Galli und McNeil et al..  

- Experimentelle Evidenz / Reversibilität: Interventionsstudien oder Therapieeffekte, die 

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

Zusammenfassend erfüllen die Befunde nur einzelne Kriterien (Plausibilität, Kohärenz), 

während zentrale Voraussetzungen wie Stärke, Konsistenz, Temporarität 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 für 

weiterführende Untersuchungen dar. 
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