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1. Einleitung

Die ventése Thrombose oder Thromboembolie sind eine der haufigsten, meist multifaktoriell
bedingten Erkrankungen (Martinelli et al. 1998). Dabei kénnen sowohl hereditare Faktoren,
als auch erworbene Faktoren zu einer vendsen oder arteriellen Thromboembolie beitragen.
Zu den hereditaren Faktoren gehoren z.B. die Faktor V-Mutation oder Mangelzustande von
Protein C oder S. Zu den erworbenen Faktoren zahlen z. B. Antiphospholipid-Antikorper,
Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ Il oder Protein C-Mangel (Luxembourg et al.
2007).

Zudem koénnen verschiedene Grunderkrankungen oder klinische Zustande das Thromboseri-
siko erhdhen. In diesem Zusammenhang kann u. a. das biologische Alter genannt werden,
sowie Schwangerschaft, Stoffwechselerkrankungen, Malignome oder Autoimmunerkrankun-
gen, wie das Antiphospholipid-Syndrom. Die Kombination aus mehreren Faktoren erhéhen
das Erkrankungsrisiko (Stieflhagen 2000).

Die Thrombophilie ist eine genetisch bedingte oder erworbene Neigung zu Thrombosen. Im
Labor lasst sich ein groRes Spektrum verschiedener Parameter, die eine Thrombophilie aus-
I6sen kdnnen, unterscheiden (Lindhoff-Last et al. 2008). Unter anderem gehdéren zu diesen
Parametern die Antiphospholipid-Antikdrper. Zu den Antiphospholipid-Antikorpern zahlt man
das Lupus-Antikoagulans, Cardiolipin-Antikorper, R,-Glykoprotein | (3,-GPI)-Antikérper und

weitere.

Das Vorhandensein der Antiphospholipid-Antikérper im Plasma mit einer klinischen Symp-
tomatik von wiederkehrenden vaskularen Thrombosen und/oder Aborten beschreibt das An-
tiphospholipid-Syndrom (Miyakis et al. 2006). Da die Symptome auf unterschiedlichen Ursa-

chen beruhen kbnnen, tragen die labormedizinischen Untersuchungen zur Diagnose bei.

Es gibt verschiedene Methoden um die Antiphospholipid-Antikbrper nachzuweisen, wobei
verschiedene Verfahren fir den jeweiligen Antikérper zur Verfliigung stehen. Zunehmend
wird mit Automatisierung gearbeitet meist in Form eines enzym-linked immunosorbent-assay
(ELISA) (Devreese und Hoylaerts 2009).



1.1 Ziele der Arbeit

Das vorsatzliche Ziel dieser Studie ist es die Beurteilung analytischer Ergebnisse von An-
tiphospholipid-Antikbrpern zu verbessern und es zu erméglichen eine sichere Diagnose flr
Patienten zu stellen. Durch eine sicherere Diagnose kann den Patienten mittels einer zielge-

richteten Therapie geholfen werden.

Hierzu soll zunachst eine retrospektive Auswertung (Teil 1: Retrospektive Datenanalyse)
eines selektiven Patientenkollektivs durchgefiihrt werden. Die Laboranalysen fiir das Patien-
tenkollektiv liegen bereits vor. Ziel dieses Teils der Studie ist zum einen die Pravalenz von
Thromboseindikatoren bei einem weiblichen Patientinnenkollektiv im ambulanten Bereich
aufzugreifen und zum anderen die Verteilung und Haufigkeit der Antiphospholipid-Antikérper

in Zusammenhang mit einem Thrombophilie Screening zu erfassen.

In der prospektiven Auswertung (Teil 2: Proben aus Zuweiserkollektiv) sollen verschiedene
Gerate zur Analyse der Antiphospholipid-Antikérper miteinander verglichen werden. Es soll
ermittelt werden, ob eine Automatisierung in Form von Vollautomatisierung oder eine Teilau-

tomatisierung gegeniber manueller Analyse Vorteile liefert.

Desweiteren sollen Reagenzien fir die Diagnostik ausgewahlter Antiphospholipid-Antikérper
von unterschiedlichen Herstellern mit einbezogen werden, um Unterschiede der verschiede-

nen Kits/Reagenzien zu prufen.

Fur den prospektiven Teil soll Zuweisermaterial verwendet werden, welches anamnestisch

Hinweise auf einen Abort gibt.

Erganzend sollen Untersuchungen von vorgescreenten Seren mit bestatigtem systemischen
Lupus erythematodes durchgefiihrt werden, um eine Vergleichsgruppe darzustellen (Teil 3:

Verumgruppe).

1.2 Thrombose

Der Begriff der Thrombose beschreibt eine verstarkte intravitale, intravasale, lokalisierte
Blutgerinnung, die zu einem Blutgerinnsel, genannt Thrombus, fuhrt. Es ist sowohl die zellu-
lare als auch die plasmatische Gerinnung daran beteiligt. Schon 1856 beschrieb der deut-
sche Arzt Rudolf Virchow drei Faktoren, die er als hauptsachliche Ursachen flir die Entste-
hung einer Thrombose ansah (Aird 2007). Bei diesen drei Faktoren handelt es sich um die
Veranderungen der Blutzusammensetzung, des Blutstroms und der Gefallwand. Sie wurden

als Virchow-Trias zusammengefasst und haben noch heute Glltigkeit, wobei der Hyperkoa-



gulabilitat, eine erhdhte Gerinnbarkeit des Blutes, besondere Bedeutung zugeschrieben wird
(Lane und Grant 2000).

Thrombosen kdnnen sowohl im vendsen als auch im arteriellen GeféaRsystem auftreten. In
der Pathomorphologie unterscheidet man einen Abscheidungsthrombus von einem Gerin-
nungsthrombus. Der Abscheidungsthrombus ist vorwiegend thrombozytenreich und entsteht
im stromenden arteriellen Blut durch Adh&sion und Aggregation der Thrombozyten an einen
primaren Defekt der Endothelzellen. Von den aktivierten Thrombozyten freigesetzte Faktoren
I6sen die plasmatische Gerinnung aus, wodurch sich Fibrin Uber dem primaren Platt-
chenthrombus abscheidet. Der entstandene Thrombus ragt in den Blutstrom hinein, es ent-
stehen Strémungsturbulenzen und als Folge treten weitere Plattchen-, Fibrin- und Blutzellab-
scheidungen auf. Der lokal gebildete Thrombus kann das GefaRlumen verschlieRen und ver-

ursacht dadurch eine Gewebsischamie (Linnemann und Lindhoff-Last 2005a).

Der Gerinnungsthrombus ist reich an Fibrin und Erythrozyten. Ursachlich ist eine Stase, eine
Stromungsverlangsamung im vendsen System. Durch die Stase entsteht eine Hypoxie aus
der eine Freisetzung von Gerinnungsfaktoren, vor allem Faktor VI, von-Willebrand-Faktor
(VWF), Faktor VII und Prothrombin, aus Thrombozyten resultiert (Hamer et al. 1981, Bertina
2004). Es bildet sich zunachst ein homogener Thrombus aus Thrombozyten mit einem locke-
ren Fibrinnetz, in das sekundar korpuskulare Bestandteile des Blutes eingelagert werden.
Das Fibrinnetz zieht sich zusammen und der Thrombus schrumpft, so dass er im GefaRlu-
men frei beweglich ist (Drake et al. 1989). Es kénnen sich Teile des Thrombus I6sen und in
Form eines Embolus verschleppt werden. Meistens sind die Beinvenen von einer Thrombose
betroffen und durch einen von dort verschleppten Embolus kann es zu einer Lungenembolie
kommen. Abscheidungs- und Gerinnungsthrombus kdnnen in Aneurysmata und grof3en Ge-
falen gemeinsam vorkommen, was man als gemischten Thrombus bezeichnet (Lindhoff-
Last et al. 2008).

Die Symptome sind abhangig von der Lokalisation des Thrombus, missen aber nicht zwin-
gend auftreten. Vor allem bei tiefen Beinvenenthrombosen kénnen Symptome von Entzin-
dungsanzeichen, Spannungsgefiihl, ziehenden Schmerzen, Schwellung, Uberwarmung,
Druckempfindlichkeit oder auch Pulsanstieg auftreten. Die Entziindungszeichen, rubor, calor,
dolor, tumor und functio laesa, treten nur in 10 Prozent der Falle auf (Osinbowale et al.
2010).



1.3 Thrombophilie

Unter Thrombophilie versteht man ein erhohtes individuelles Risiko fur die Bildung von
Thrombosen. Dieses kann genetisch bedingt oder erworben sein oder auch eine Kombinati-
on aus beidem sein. Zu den erworbenen Faktoren zahlt man unter anderem Adipositas, Im-
mobilisation, die Einnahme oraler Kontrazeptiva oder Leberfunktionsstérung. Die genetisch
determinierenden Faktoren beschreiben Zustdnde verschiedener Parameter, wie z.B. Anti-

thrombinmangel (Merriman und Greaves 2006).

Tabelle 1: Erworbene und angeborene pradisponierende Faktoren fiir eine venése Throm-
boseneigung
(Lindhoff-Last et al. 2008).

Gerinnungs- | angeboren | Fakior-V-Leiden-Mutation, Prothrombin-20210-Mutation
storung Antithrombinmangel, Protein-C-Mangel, Protein-S-Mangel
Dysfibrinogendmie, Hyperhomocysteindmie (z.B. homozygote MTHFR C677T-Mutation)

eworben | APC-Resistenz (z. B. bei Einnahme hormonaler Kontrazeptiva oder in der Schwangerschaft)
Antithrombin-Mangel (z. B. nephrotisches Syndrom, Sepsis)

Protein-C-Mangel (z. B. Leberfunkfionsstdrung, HIV-Infektion)

Protein-S-Mangel (z. B. HIV-Infektion, Schwangerschaft)

erhthtes Fibrinogen (z. B. Akute-Phase-Reaktion)

Hyperhomocysteindmie (z. B. Niereninsuffizienz, Vitamin-Bé-, -B12- oder Folsiuremangel)
erhohte Faktor-VIII-, -IX-, -XI-Akfivitdt

Antiphospholipidantikorper (z. B. sekunddr im Rahmen eines systemischen Lupus

erythematodes)
erworbene Immobilitdt, Trauma, Operation,
pradisponierende Faktoren | Einnahme hormonaler Kontrazeptiva, Hormonersatztherapie, Schwangerschaft und Wochenbett,
unabhdngig von Malignome, Venenkatheter, nephrofisches Syndrom,
Gerinnungsstorungen myeloproliferative Erkrankung (z. B. essenzielle Thrombozythdmie), heparininduzierte Thrombo-

zytopenie, hohes Lebensalter, erhohter BMI (> 30 kg/m?), schwere Infektion,
Langstreckenflug (Daver > 8 h), postthrombotisches Syndrom

Der Pathomechanismus beruht auf einer gestérten Regulierung der Blutgerinnung. Diese
kann auf einer verminderten Konzentration von Gerinnungsinhibitoren, einer verstarkten Ak-
tivitat plasmatischer Gerinnungsfaktoren oder einer verminderten Tatigkeit des Fibrinolyse-

systems beruhen (Djordjevi¢ et al. 2010).

1.3.1 Laboranalytische Parameter der Thrombophilie

Im Folgenden werden die wichtigsten prothrombotischen Parameter beschrieben:

1.3.1.1 Plasmatische Faktoren

1.3.1.1.1  Antithrombin

Antithrombin inaktiviert in der Gerinnungskaskade unter anderem Thrombin sowie den Ge-

rinnungsfaktor Xa und stellt dadurch einen physiologischen Gerinnungsinhibitor dar. Bei ei-
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nem Mangel entwickelt sich folglich eine gesteigerte Gerinnungsneigung. Der hereditare
Mangel, der sehr selten ist aber mit einem hohen Thromboserisiko vergesellschaftet ist, wird
autosomal dominant vererbt (Maclean und Tait 2007). Man unterscheidet einen Typ |, bei
dem Antithrombin um 50 Prozent reduziert, und einen Typ Il mit verschiedenen Subtypen,
bei dem die Antithrombinkonzentration im Normbereich liegt, jedoch die Aktivitat einge-
schrankt ist. Ein Antithrombinmangel kann auch erworben sein. Eine Leberfunktionsstérung,
eine Verbrauchskoagulopathie oder auch eine langfristige Behandlung mit Heparin kénnen

zu diesem Mangelzustand fuhren (Patnaik und Moll 2008).

1.3.1.1.2 Protein C

Auch Protein C ist ein physiologischer Gerinnungsinhibitor. Es ist ein Protein, das in der Le-
ber Vitamin K-abhangig synthetisiert wird. Durch Thrombin, bei dem der langsame Prozess,
d.h. die Bindung von Thrombomodulin, beschleunigt wird, wird es zur aktiven Serinprotease
umgewandelt. Gemeinsam mit seinem Cofaktor Protein S inaktiviert es Faktor V und Villla
und hemmt somit die Fibrinbildung. Zudem férdert Protein C die Fibrinolyse und unterstitzt

die Gerinnselauflésung (Andrew et al. 1987).

Beim Protein C-Mangel werden ebenfalls zwei Formen unterschieden: Typ | mit einer Ver-
minderung der Aktivitat und des Antigens und Typ Il mit Verminderung der Aktivitat bei nor-
maler Antigenkonzentration. Auch hier grenzt man den hereditaren Mangel von einem er-
worbenen Mangel ab. Erworbene Mangelzustande kénnen durch Leberfunktionsstérungen,
frische Thrombosen bzw. erhéhten Verbrauch, Verbrauchskoagulopathien oder Sepsis oder

Vitamin K-Mangel auftreten (Castellino und Ploplis 2009).

1.3.1.1.3 Protein S

Protein S ist ein Cofaktor des Protein C, beschleunigt seine Wirkung im aktiven Zustand und
wird ebenfalls in der Leber Vitamin K-abhangig synthetisiert. Protein S tritt in gebundener
und in freier Form auf. Nur das freie Protein S ist als Cofaktor wirksam (Rezende et al.
2004).

Erworbene Mangelzustande entstehen durch einen Vitamin K-Mangel, wie es z.B. bei einer
Cumarin-Behandlung der Fall ist, in der Schwangerschaft, durch Hormonersatztherapie,
Ovulationshemmer oder HIV-Infektionen (Liberti et al. 1999).

Bei dem hereditaren Mangel unterscheidet man drei Typen: Typ | mit einer Verminderung
des gesamten Protein S-Antigens mit Aktivitatsminderung, Typ Il mit Verminderung der Akti-
vitdt bei normaler Konzentration des gesamten und freien Protein S und Typ Il mit Vermin-

derung der Aktivitdt und Konzentration des freien Protein S (Castoldi und Hackeng 2008).

11 -



1.3.1.2 Molekulargenetische Marker

1.3.1.2.1 Faktor V-Mutation (APC-Resistenz)

Die haufigste Ursache einer hereditdren Thrombose ist die Faktor V-Mutation. Bei dieser
Mutation handelt es sich meist um eine Transition von Guanin zu Adenin im Faktor V-Gen an
Position 1691 im Exon 10. Diese Transition fihrt zur APC-Resistenz. Die Resistenz des Fak-
tor Va liegt gegen die proteolytische Aktivitat des aktivierten Protein C vor. Deshalb kann

Protein C seine Wirkung als Gerinnungsinhibitor nicht mehr austiben (Bertina et al. 1994).

Die Punktmutation in der APC-Spaltstelle an Position 506 im Faktor V-Molekil wird durch
den Austausch der Aminosaure Arginin durch Glutamin verursacht und nennt sich Faktor V-
Leiden Mutation. Durch diese Mutation wird bei gleicher prokoagulatorischer Aktivitat der
mutierte Faktor V zehn Mal langsamer durch APC inaktiviert als der Faktor V-Wildtyp. Es

liegt eine Resistenz gegenuber der Inaktivierung durch APC vor (Heeb et al. 1995).

Eine erworbene APC-Resistenz kann unter Einnahme von Ovulationshemmern auftreten
(Rosendorff und Dorfman 2007).

1.3.1.2.2 Faktor II-Genmutation (Prothrombin)

Durch einen Nukleotidaustausch von Guanin zu Adenin im Faktor II-Gen kommt es zu einer
erhéhten Konzentration von Prothrombin im Plasma (Lindhoff-Last et al. 2008). Es kann
auch eine Kombination mit der Faktor-V-Mutation vorliegen. Durch eine proteolytische Ge-
rinnungskaskade entsteht so vermehrt Thrombin und damit verbunden eine verstarkte Ge-
rinnung und Thromboseneigung. In der Haufigkeit der hereditdren Thrombosen folgt die Pro-
thombin-Mutation der Faktor V-Mutation (Khan und Dickerman 2006).

1.3.1.2.3 Methylentetrahydrofolatreduktase-Mutation
Das Enzym Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) wandelt Homocystein Vitamin Bj,-

abhangig in Methionin um. Bei einem Defekt dieses Enzyms, der durch eine Mutation im
Enzym hervorgerufen wird, hauft sich Homocystein an. Die erhdhte Konzentration von Ho-
mocystein kann auch nahrungsabhangig, z.B. durch einen Vitamin B4,-Mangel, hervorgeru-
fen werden. Der Zusammenhang mit vendsen Thrombosen ist noch nicht vollstadndig geklart
(Cattaneo 2006).

12 -



1.3.1.3 Sonstige Laborparameter

1.3.1.3.1  Faktor-VIlI-Erhéhung

Faktor VIII ist ein Akute-Phase-Protein und kann somit temporar erhdht sein. Ist er jedoch
persistierend erhoht, stellt er mit steigender Aktivitat ein erhdhtes Thromboserisiko dar. Die

genauen Mechanismen sind noch nicht eindeutig geklart (Lindhoff-Last et al. 2008).

1.3.1.3.2 ProteinZ

Protein Z wird, wie auch Protein C und S, in der Leber Vitamin K-abhangig gebildet. Es weist
keinerlei enzymatische Aktivitat auf, spielt jedoch eine wichtige Rolle in der Hemmung der
Gerinnungskaskade, indem es einen Komplex mit dem Protein Z abhangigen Proteaseinhi-
bitor bildet und Faktor Xa hemmt. Bei einem Mangel von Protein Z wird somit die Gerin-
nungskaskade verstarkt und es ergibt sich ein erhdhtes Risiko fir Thrombosen (Vasse
2008).

1.3.1.3.3 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI 1)

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAl 1) reduziert die Fibrinolyse, indem er die Serinpro-
teasen tPA (tissue polypeptide antigen) und Urokinase hemmt und somit Plasminogen nicht
zu Plasmin proteolysiert werden kann. Dies férdert die Bildung von stabilen Thromben (Khan
und Dickerman 2006).

1.4 Antiphospholipid-Syndrom
1.4.1 Geschichtlicher Hintergrund

Bereits 1906 ist Uber ein Reagin, den Antiphospholipid-Antikérper, berichtet wurden, das
man bei Patienten mit Syphilis fand (Wassermann et al. 1906). Cardiolipin wurde 1942 als
serologisch aktives Phospholipid aufgedeckt. Es tragt seinen Namen von einem Rinder-

herzmuskel, in dem es entdeckt wurde (Pangborn 1942).

1952 ist das Lupus-Antikoagulans entdeckt worden, da Personen mit systemischen Lupus
erythematodes falsch positive Teste flr Syphilis aufwiesen. Die Beschreiber bemerkten eine
Gerinnungsstorung bei Patienten mit SLE und stellten fest, dass diese eine verlangerte Pro-
thrombinzeit hatten, obwohl keinerlei Defekt der Faktor Il-Aktivitat vorlag (Conley und
Hatman 1952).

Im Jahre 1959 wurde dargelegt, dass die beschriebenen Antikérpern bzw. Inhibitoren nicht

direkt an ein Phospholipid binden, sondern an Komplexe aus Phospholipiden und Phospholi-

pid-bindenden Proteinen (Loelinger 1959). 1990 wurde dies bestatigt und erklart, dass R,-
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Glykoprotein | (R,-GPI) und Prothrombin-bindende-Phospholipidkomplexe meistens von den

Antikérpern gebunden werden (Galli et al. 1990).

Eine besondere Rolle in der Diagnostik und der Beschreibung der Klinik spielte die Entde-
ckung von Cardiolipin-Antikérper-ELISAs 1983 und die Formulierung des heutigen Antiphos-
pholipid-Syndroms (Harris et al. 1983). Nach wie vor wird Uber die genauen Kriterien des

Antiphospholipid-Syndroms diskutiert.

1987 stellte eine Gruppe Kriterien fiir die Klassifikation des Antiphospholipid-Syndroms auf,
welche auf der Konsensuskonferenz in Sapporo 1998 Uberarbeitet wurde. Die 1998 aufge-

stellten Kriterien wurden wiederum in Sydney 2006 revidiert (Miyakis et al. 2006).

1.4.2 Definition und Diagnose des Antiphospholipid-Syndroms

Das Antiphospholipid-Syndrom stellt eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen dar. Es ist
meistens bei Frauen im gebarfahigen Alter zu finden. Definiert ist das Antiphospholipid-
Syndrom durch eine persistierende Anwesenheit von Antiphospholipid-Antikérpern in Ver-
bindung mit arteriellen und vendsen Thrombosen und rezidivierenden Aborten. Der Nach-
weis dieser Antikdrper muss dabei bei wiederholter Messung positiv ausfallen (Pasquali et al.
2008, Sanmarco und Boffa 2009).

Die aktuelle Diagnosestellung richtet sich nach der Revision der Sapporo-Kriterien, die in
Sydney im Jahre 2006 festgelegt wurden. Sie setzt sich aus klinischen und Laborkriterien

Zusammen.

Zu den klinischen Kriterien zahlt:
1. Auftreten von arteriellen und venésen Thrombosen, die durch Bildgebung oder histo-
pathologisch gesichert sind. Hierzu zahlen keine oberflachlichen Venenthrombosen.
2. Schwangerschaftskomplikationen:

* Unerklarlicher intrauteriner Fruchttod vor der 10. Schwangerschaftswoche mit
sonst normalem Fotus,

* Frihgeburt vor der 34. Schwangerschaftswoche durch eine Praklampsie (eine
hypertensive Erkrankung mit Proteinurie und Odemen in der Schwanger-
schaft), Eklampsie (das Auftreten von Krampfen im letzten Drittel der
Schwangerschaft) oder einer Plazentainsuffizienz (eine Unterversorgung des
Fetus aufgrund von Mangelversorgung durch die Plazenta),

» drei oder mehr aufeinanderfolgende spontane Aborte vor der 10. Schwanger-

schaftswoche.
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Zu den Laborkriterien zahlen:
1. wiederholt positives Lupus-Antikoagulans, gemafl den Richtlinien der International
Society of Thrombosis and Haemostasis (ISTH) 1995,
2. erhodhte IgG/IgM Cardiolipin-Antikorper-Titer,
3. stark positive B,-GPI-Antikérper IgG/IgM.
All diese Teste mussen in einem minimalen Intervall von 12 Wochen wiederholt positiv

ausfallen.

Die Diagnose des Antiphospholipid-Syndroms kann gestellt werden, wenn mindestens ein
klinisches Kriterium und mindestens ein labormedizinisches Kriterium zutrifft (Eby 2009,
Pasquali et al. 2008).

143 Antiphospholipid-Antikorper

Man vermutet verschiedene Pathomechanismen wie Antiphospholipid-Antikérper eine Hy-

perkoagulabilitat verursachen kdnnten.

An der Zelloberflache
gebundene Immunkomplexe

Leichte Gefalverietzungen FeRila * K
und (2 signal 3

milde Plattchenaktivierung

fortschreitende Aktivierung

‘ "L e

x Thrombose
Exposition mit negativ
geladenen Phospholipiden By
a

—) ﬁsz

Abbildung 1: Mégliche Pathomechanismen

(Bergmann und Hempel 2008)

Fur die Bestimmung der Antiphospholipid-Antikdrper gibt es zwei verschiedene Madglichkei-
ten. Um Cardiolipin- oder R,-GPI-Antikdrper zu detektieren, verwendet man spezifische ELI-

SAs. Mittels Blutgerinnungtests ermittelt man die Lupus-Antikoagulantien (Sanmarco und
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Boffa 2009). Fir eine sichere Diagnose des Antiphospholipid-Syndroms ist es immer erfor-
derlich zwei verschiedene Teste, die auf verschiedenen Methoden beruhen, anzuwenden.
Allgemein gilt, dass die Teste fur Lupus-Antikoagulans spezifischer und die Cardiolipin- und
R,-GPI-ELISA sensitiver sind. Derzeit wird fir die Diagnostik des Lupus-Antikoagulans der
Einsatz von zwei Testverfahren empfohlen. Als erster Test sollte, die diluted Russell Viper
Venom time (dRVVT) bestimmt werden, um ein Lupus-Antikoagulans aufzudecken. Die
dRVVT wird in klinischen Laboren breitflachig verwendet und hat sich als zuverlassig erwie-
sen. Als zweiter Test sollte die Bestimmung einer aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT) unter Verwendung von Silica als Aktivator durchgefuihrt werden. Sie sollte unter nied-
riger Konzentration von Phospholipiden durchgeflihrt werden. Dieser Test gilt als sensitiv
(Pengo et al. 2009, Sanmarco und Boffa 2009).

Der Cardiolipin-ELISA beurteilt Antikdrper in verdiinntem Patientenserum, die an mit Cardi-
olipin benetzten Platten in Anwesenheit von Rinder- oder Humanenserum stark haften. Er

erkennt die Antikorper, die Cardiolipin selbst oder an ,-GPIl gebundene Proteine binden.

Der direkte R,-GPI-ELISA beinhaltet eine Platte, die mit gereinigtem, nativen [,-GPI be-
schichtet ist (Ginnakopoulos et al. 2009b).

Die Teste fur Lupus-Antikoagulans kénnen durch Antikoagulantien, die unter anderem zur
Therapie des Antiphospholipid-Syndroms gegeben werden, verfalscht werden und dienen
somit nur der Diagnoseerstellung. Als Verlaufskontrollen eignen sich die Cardiolipin- und 3,-
GPI-ELISA, da sie nicht durch Antikoagulantien beeinflusst werden (Devreese und Hoylaerts
2009).

Im Folgenden wird auf die einzelnen Antikdrper genauer eingegangen:

1.4.31 Lupus-Antikoagulans

Das Lupus-Antikoagulans interagiert in vitro mit einzelnen oder mehreren Gerinnungsschrit-
ten. Die Antikérper verursachen eine verlangerte plasmatische Gerinnung, indem sie Phos-
pholipide, die fir die Gerinnungskaskade bendtigt werden, in vitro binden. In vivo spielt die-
ser Prozess keine Rolle, da hier ausreichend Phospholipide auf den Zellmembranen zu fin-
den sind. Daraus folgt, dass trotz einer in vitro gemessenen verlangerten aPTT, in vivo eine
Hyperkoagulabilitdt und keine Blutungsneigung vorliegt. Die Antikdrper sind vom Typ IgG
oder IgM (Palomo et al. 2009).
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1.4.3.2 Cardiolipin Antikorper

Cardiolipin Antikérper sind gegen den Komplex aus R,-GPl und anionischen Lipiden gerich-
tet. Sie sind ebenfalls Antikérper gegen Phospholipide und Antikérper vom Typ 1gG bzw. IgM
(Cullen et al. 2009).

1.4.3.3 R,-Glykoprotein I-Antikorper

Ro-GPI ist ein 54 kDa grofles Serumprotein. Es besitzt eine hohe Affinitadt zu negativ gelade-
nen Phospholipiden. Seine Polypeptidkette ist aus flinf verschiedenen Domanen aufgebaut,
wobei das C-terminale Ende, die Doméne V, positiv geladen ist und eine Bindungsstelle fir
anionische Phospholipide in der Zellmembran bildet. Durch diese Interaktion kann R,-GPI
eine Konformationsdnderung vollziehen, wodurch die Bindungskapazitat fur anionische

Phospholipide stark gesteigert wird (Thaler et al. 2009, von Landenberg et al. 2001).

Ro-GPI stellt ein natlrliches Antikoagulans dar. Durch seine Bindung an negativ geladene
Phospholipide fiihrt es zu einer Hemmung der Plattichenaktivierung und des Gerinnungspro-
zesses. Die Hemmung der Plattchenaktivierung beruht Gberwiegend auf einer Interaktion mit
der A1-Domane der aktiven Form des vWF, wodurch die Plattchenadhdsion und —
aggregation unterbunden wird. Durch die R,-GPI-Antikérper wird dieser Prozess neutralisiert.

Der vWF ist stark aktiv, wodurch verstarkt Thrombosen entstehen (Cullen et al. 2009).

1.4.3.4 Weitere Antiphospholipid-Antikorper

Im Serum von Patienten, die Antiphospholipid-Antikérper aufweisen, wurden neben R,-GPI-
Antikérpern auch weitere Antikérper gegen Proteine, die wiederum negativ geladene Phos-
pholipide binden, gefunden. Diese Proteine sind z.B. Prothrombin, Anti-Phosphatidylserin
oder Anti-Phosphatidylethanolamin (Balada et al. 2001, Blank und Shoenfeld 2004).

1.4.4 Klinik

Das Antiphospholipid-Syndrom ist eine Autoimmunerkrankung die sich auf viele Organsys-
teme im Korper auswirkt. Man unterteilt klinisch ein primares und ein sekundares Antiphos-
pholipid-Syndrom. Beim primaren Antiphospholipid-Syndrom gibt es keinerlei Hinweise auf
eine Grunderkrankung. Das sekundare Antiphospholipid-Syndrom beruht auf einer Grunder-
krankung, die z.B. dem rheumatischen Formenkreis angehdrt. Haufig kommt das Antiphos-
pholipid-Syndrom im Zusammenhang mit Kollagenosen, insbesondere dem systematischem
Lupus erythematodes, vor. Es kénnen aber auch akute oder chronische Infektionen, lympho-
proliferative Erkrankungen oder eine Medikamenteneinnahme zu Grunde liegen (Linnemann
und Lindhoff-Last 2005a).
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Das klinische Bild des Antiphospholipid-Syndroms aufiert sich durch vendse, arterielle
Thrombosen oder Verschlisse kleiner Blutgefalie, intrauterinen Fruchttod, habituelle Aborte
oder eine Thrombozytopenie in Anwesenheit von Antiphospholipid-Antikérpern (Cervera et
al. 2002).

Thrombotische Ereignisse findet man meist im vendsen System, vor allem in den tiefen
Beinvenen, wobei als Folge eine Lungenembolie auftreten kann. Bei atypischen Lokalisatio-
nen der Thrombosen, sowie rezidivierenden Thrombosen ohne erkennbare Risikofaktoren
speziell bei jungen Patientinnen sollte differentialdiagnostisch an ein Antiphospholipid-

Syndrom gedacht werden (Ginsburg et al. 1992).

Thrombosen im arteriellen System sind oft im zentralen Nervensystem lokalisiert. Am hau-
figsten finden sich Ischamien im Stromgebiet der Arteria cerebri media. Differentialdiagnos-
tisch sollte das Antiphospholipid-Syndrom bei einem Apoplex, Myokardinfarkt, einer periphe-
ren Gangran oder Ischdmien viszeraler Organe, ohne erkennbare Risikofaktoren fir eine
Arteriosklerose, insbesondere bei jungen Patienten, bericksichtigt werden (Ginsburg et al.
1992).

Die haufig vorkommende Thrombozytopenie wird einerseits durch Antikérper gegen throm-
bozytare Antigene mit daraus folgender Gerinnungsaktivierung und peripherem Plattchen-
verbrauch und andererseits durch Bindung der Antikorper an Endothelzellen mit konsekuti-
vem Verlust der antikoagulatorischen Eigenschaften ausgeldst. Sie duRert sich klinisch nur

selten in Form von Blutungskomplikationen (Arkfeld und Weitz 2009).

Abzugrenzen zum primaren und sekundaren Antiphospholipid-Syndrom ist zusatzlich das
katastrophale Antiphospholipid-Syndrom. Es beschreibt ein Antiphospholipid-Syndrom, das
sich an drei oder mehr Organsystemen manifestiert. Folglich bildet sich ein Multiorganversa-

gen aus (Asherson et al. 2003).

14.5 Therapie und Prophylaxe

Eine Therapie wird nur bei Auftreten der beschriebenen Klinik empfohlen. Eine Primarpro-
phylaxe bei Patienten mit alleinigem Nachweis von Phospholipid-Antikdrpern ohne eine ent-

sprechende Klinik wird nicht durchgefuhrt (Ginnakopoulos und Krilis 2009a).
Beim manifesten Antiphospholipid-Syndrom muss zwischen primarem und sekundarem An-

tiphospholipid-Syndrom unterschieden werden. Die Therapie beim primaren Antiphospholi-

pid-Syndrom beruht auf der Pravention bzw. Therapie von Thrombosen. Erganzt wird beim
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sekundaren Antiphospholipid-Syndrom eine zusatzliche Therapie der vorliegenden Grunder-
krankung (Lim 2009).

Eine antithrombotische Therapie sollte direkt nach Diagnosestellung des Antiphospholipid-
Syndroms beginnen. Wenn keine Kontraindikationen bestehen, setzt die Therapie sich aus
einer Gabe von Heparin fir mindestens vier bis funf Tage und Uberlappend mit Vitamin K-
Antagonisten, z.B. Marcumar, zusammen. Fir den weiteren Therapieverlauf wird komplett
auf Vitamin K-Antagonisten umgestellt. Wichtig ist trotzdem die Therapie mit Heparin zu be-
ginnen, da es eine sofortige Wirkung zeigt und Vitamin K-Antagonisten erst nach einer La-
tenzzeit wirken. Fir die Langzeiteinstellung sollte die international normalized ratio (INR)
zwischen 2-3 bzw. 3 eingestellt werden. Bei Patienten, die eine hohe Rezidivrate an Gefal3-
verschlussen hatten, sollte ein Ziel-INR von 3 angestrebt werden, ansonsten gilt ein Ziel-INR
von 2-3 (Crowther et al. 1995). Bei manchen Patienten ist die alleinige Langzeittherapie mit
einem Vitamin K-Antagonisten trotz hoher Dosierung nicht ausreichend. In diesem Fall kann
die Therapie durch Acetylsalicylsdure erganzt werden. Ob eine immunsuppressive Therapie

beim Antiphospholipid-Syndrom sinnvoll ist, ist noch nicht ausreichend belegt.

1.5 Gynakologie und Geburtshilfe
1.51 Thrombosen und Thrombophilie

Das individuelle Thromboserisiko hat bei Frauen im gebarfahigen Alter, die z.B. orale Kont-
razeptiva einnehmen mochten, als auch bei Frauen, die in der Postmenopause sind und eine
Hormonersatztherapie wunschen, Bedeutung. Fur die Risikoeinschatzung ist es wichtig zu
wissen, ob die Patientin bereits ein thrombotisches Ereignis hatte oder an sonstigen Gerin-
nungsstérungen leidet. Besonders wichtig ist eine Risikoabschatzung fur die Schwanger-
schaft, fir das Wochenbett und die eventuelle Pravention von habituellen Aborten (Rabe et
al. 2009).

Wahrend jeder Schwangerschaft treten Veranderungen im Hamostasesystem auf. Es ftritt
eine Zunahme des prokoagulatorischen Potentials auf. Dieses ist gekennzeichnet durch ei-
nen Konzentrationsanstieg von den Gerinnungsfaktoren V, VII und VIII und von Fibrinogen,
sowie von VWF. Zugleich fallt wahrend der Schwangerschaft die Aktivitat von Protein S und
Antithrombin ab. Zuséatzlich ist die Aktivitat der Fibrinolyse gedrosselt und die Aktivitat der
Thrombozyten gesteigert (Stieflhagen 2000, Zotz et al. 2008).

Bei ca. 10 Prozent aller Schwangerschaften kommen Thrombophilien vor, dies gehauft im

dritten Schwangerschaftstrimester. Tiefe Beinvenenthrombosen treten ca. zu zwei Prozent

wahrend der Schwangerschaft auf. Das Risiko fir tiefe Beinvenenthrombosen ist bei
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Schwangeren héheren Alters gesteigert. Verstarkt gefahrdet sind Schwangere, die bereits

vor der Schwangerschaft eine Gerinnungsstérung hatten (Heilmann 2004, Stieflhagen 2000).

Thrombotische Komplikationen &uf3ern sich in der allgemeinen Gyn&kologie klinisch meist in
Form von tiefen Beinvenenthrombosen. Die Inzidenz ist altersabhangig und nimmt pro Jahr
um ca. ein Prozent zu. Unter die Risikofaktoren in der Gynakologie gehdren die Immobilisati-
on vor als auch nach Operationen, die Operation an sich, Krebserkrankungen und die Ein-
nahme von oralen Kontrazeptiva bzw. Hormonersatztherapie. In Kombination mit Uberge-
wichtigkeit mit einem BMI von 25 kg/m? oder mehr, wird das Risiko zusatzlich gesteigert
(Heilmann 2004).

1.5.1.1 Laboratoriumsmedizinische Parameter

Die verschiedenen Thrombophilie-Parameter wurden bereits im Kapitel Thrombophilie be-

schrieben.

Die meisten genetischen Faktoren, wie eine Mutation im Faktor V- oder im Prothrombin-Gen,
zeigen isoliert betrachtet nur eine milde Steigerung des Thromboserisikos. In Kombination
mit erworbenen Faktoren kommt es jedoch haufig zur Manifestation von thrombotischen Er-
eignissen. Etwa die Halfte der Patientinnen, die in der Schwangerschaft und/oder im Wo-
chenbett eine Thrombose erleiden, sind Tragerinnen von genetisch determinierten Thrombo-

philieparametern (James 2009).

Tabelle 2: Risiko einer schwangerschaftsassoziierten venésen Thromboembolie bei thrombo-
philen Frauen ohne vorherige Erkrankung
(Zotz et al. 2008).

Thrombophilie relatives VTE-Risiko geschdtztes absolutes
Odds-Ratio | 95%-Konfidenzintervall VTE-Risiko in der
Schwangerschaft
Faktor V Leiden 8,32 5,44-12.70 8/1000
- - heterozygot
Prothrombin-Gen-Mutation 6,80 2,46-18,77 6/1000
Faktor V Leiden 34,4 9.86—120,05 3471000
- homozygot
Prothrombin-Gen-Mutation 26,4 1,24-559,20 26/1000
Antithrombin-Mangel allgemein” 47 1,30-16,96 4/1000
< 60% 64 60/1000
Protein-C-Mangel 48 2,15-10,57 4/1000
Protein-S-Mangel 3,2 1,48—6,88 3/1000
MTHFR C677T homozygot 0,74 0,22-2,48 1/1000
IATHFR: Methylentetrahydrofolatreduktase;
#Nach Auswertungen der Autoren ist der Antithrombinmangel mit einem deutlich hoheren Thromboserisiko assoziiert als in Metaanalysen angegeben. Hintergrund ist
das EinflieBen von relativen Risiken bei mildem Antithrombinmangel und damit eine Unterschitzung des tatsdchlichen Risikos.
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Die Tabelle 2 geht von einem Basisrisiko von einem Ereignis pro 1000 schwangeren Patien-

tinnen ohne bekannte Thrombophilie aus (Zotz et al. 2008).

1.5.2 Antiphospholipid-Antikorper

Frauen die positiv auf Antiphospholipid-Antikdrper getestet wurden, aber keinerlei Kriterien
des Antiphospholipid-Syndroms erflllen, kénnen als gesund bezeichnet und unter die nor-
male Schwangerschaftspopulation gezahlt werden. Eine Behandlung mit Acetylsalicylsaure
wies keine Vorteile gegenluber Patienten ohne Nachweis von Antiphospholipid-Antikorpern,
die nur eine gesetzlich geregelte Schwangerschaftsvorsorge bekamen, auf (Cowchock und
Reese 1997, Derksen et al. 2004).

Eine generelle Screening-Untersuchung auf Antiphospholipid-Antikérper fir gesunde Frauen
mit z.B. zwei oder weniger Verlusten ihres Embryos sollte ohne grundlegenden Verdacht
nicht durchgeflhrt werden, da es widersprichliche Meinungen Uber einen positiven Effekt
einer antithrombotischen Therapie (Acetylsalicylsdure als auch Heparin) wahrend der

Schwangerschaft gibt (Pattison et al. 1993).

1.5.3 Antiphospholipid-Syndrom

Aborte und vaskuldre Schwangerschaftskomplikationen sind eines der wichtigsten Sympto-
me des Antiphospholipid-Syndroms in der Gynakologie und kommen bei 15 bis 20 Prozent

der Patientinnen mit Antiphospholipid-Syndrom vor.

Schwangerschaftskomplikationen beschreiben unter anderem das Antiphospholipid-
Syndrom. Hierzu zahlen drei oder mehr Aborte in der Frihschwangerschaft (<10. SSW) oh-
ne einen anderen ursachlichen Befund, eine oder mehrere Fehlgeburten in oder nach der 10.
SSW ohne andere Ursachen und eine oder mehrere Friihgeburten vor oder wahrend der 34.
SSW durch schwere Préklampsie oder Plazentainsuffizienz (Opatrny et al. 2006). Je mehr
unterschiedliche Antiphospholipid-Antikérper Patientinnen aufweisen, desto hdéher ist das
relative Risiko fur einen Abort (Ruffatti et al. 2009).

Fir eine Induktion der Ovulation durch ovarielle Stimulation oder eine kontrollierte ovarielle
Hyperstimulation ist es wichtig zu wissen, ob die Patientin ein APS aufweist. Ist dies der Fall,
kann sie unter einer Prophylaxe mit Antikoagulation eine ovarielle Stimulation durchfihren
lassen. Durch die Prophylaxe wird die Komplikationsrate deutlich gesenkt. Ohne Kenntnis
der Patientin ob bei ihr ein Antiphospholipid-Syndrom vorliegt, ist unter ovarieller Stimulation
ihr Risiko fir Thrombosen stark erhéht. Fir Patientinnen mit systemischen Lupus erythe-

matodes und Antiphospholipid-Syndrom gibt es fiir die ovarielle Stimulation einen Leitfaden
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(Bellver und Pellicer 2009). Es sollte nur eine maRige ovarielle Stimulation durchgefihrt wer-
den, wodurch eine ovarielle Hyperstimulation vermieden werden kann. Durch weitere Mal3-
nahmen sollte eine Pravention des ovariellen Hyperstimulationssyndroms stattfinden. Unter
anderem zahlt unter diese praventiven MalRnahmen der Transfer eines gefrorenen Embryos
bzw. eines gefrorenen gespendeten Ovuums. Desweiteren soll nur ein Embryo transferiert
werden, um R-HCG auf ein Mindestmald zu reduzieren, da B-HCG ein Risikofaktor fur ein
verspatetes ovarielles Hyperstimulationssyndrom darstellt (Mathur et al. 2007). Hinzufigend
steigt die Schwangerschaftskomplikationsrate bei Patientinnen mit systemischen Lupus
erythematodes und/oder Antiphospholipid-Syndrom stark bei Mehrlingsschwangerschaften
an. Fur eine coadjuvante Therapie in Form von Antikoagulantien, Corticosteroiden und even-
tuell auch Immunsuppressiva sollte gesorgt werden. Erganzend wird zur Unterstitzung der
Lutealphase angeraten. Dies ist jedoch noch nicht im Detail geklart. Bisher ist bekannt, dass
die Unterstitzung mit Progesteron erfolgen sollte, da Progesteron ein niedrigeres Risiko fur
Thrombosen birgt als R-HCG und keine Verbindung zum ovariellen Hyperstimulationssyn-

drom zeigt (Bellver und Pellicer 2009, Papanikolaou et al. 2005).

Ob die Gabe von hormonellen Kontrazeptiva, in Bezug auf ein erhdhtes Thromboserisiko, fiir
Patientinnen mit Antiphospholipid-Syndrom mdglich ist, ist strittig (Bellver und Pellicer 2009).
Fir die Nutzung von Ostrogenen, die in hormonellen Kontrazeptiva enthalten sind, gibt es
abweichende Empfehlungen. Sie unterscheiden klinische Kriterien von Laborkriterien. Die
klinischen Kriterien besagen, dass eine Gabe von Ostrogenen nur anzuraten ist, wenn das
Syndrom in einem stabilen Zustand ist, keine Lupus-Exacerbation mit Ostrogenen schon
stattgefunden hat und die Patientin Nichtraucherin und normotensiv ist. Die Laborkriterien
weisen auf, dass kein Lupus-Antikoagulans und keine hohen Titer von Antiphospholipid-
Antikérpern vorliegen dirfen. Wenn diese Kriterien erflllt sind, sollten vorzugsweise nur pro-
gesteronhaltige orale Kontrazeptiva oder kombinierte Kontrazeptiva mit niedrigster Dosis an

Ethinylestradiol verabreicht werden (Askanase 2004).

1.54 Thrombophilie und Abort

Frauen, die angeborene und/oder erworbene thrombophile Risikofaktoren aufweisen, besit-
zen ein erhdhtes Risiko fir schwangerschaftsassoziierte vaskulare Komplikationen. Hierun-
ter zahlt vor allem ein Abort, aber auch venése Thromboembolien, Praeklampsie und in-
trauterine Wachstumsretardierung. Durch diese Komplikationen ist die maternale und fetale
Morbiditat und Mortalitat gesteigert (Zotz et al. 2008).

Untersuchungen zeigten, dass prokoagulatorische Veranderungen bei Nachweis einer here-
ditaren Thrombophilie ebenfalls einen prothrombotischen Einfluss auf die uteroplazentare

Zirkulation haben. Der Einfluss auf die uteroplazentare Einheit fiihrt vermehrt zu Aborten und
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anderen schwangerschaftsassoziierten vaskularen Komplikationen (Brenner und Blumenfeld
1997).

1.5.5 Hinweise und Therapie

Eine Thrombophilie schliet eine Schwangerschaft nicht aus. Die Schwangere muss aber
oftmals eine konsequente Thromboseprophylaxe erhalten, meist in Form eines niedermole-
kularen Heparins im Zeitraum des letzten Schwangerschaftsdrittels und sechs Wochen nach

der Geburt. Das Stillen wahrenddessen ist mdglich (Fogerty und Connors 2009).

Tiefe Beinvenenthrombosen in der Schwangerschaft werden ebenfalls mit niedermolekula-
rem Heparin behandelt. Die Heparingabe sollte 24-36 Stunden vor der Geburt unterbrochen
werden und am Tag der Geburt als Prophylaxe fortgefuhrt werden. Nach der Geburt wird
eine orale Antikoagulation zusatzlich bis zu einem INR von 2 bis 3 gegeben. Ist dieser INR
erreicht, kann das Heparin abgesetzt werden und die Therapie mit Vitamin K-Antagonisten
fortgefuhrt werden. Ansonsten ist ein Vitamin K-Antagonist sowohl vor als auch in der

Schwangerschaft kontraindiziert (Stieflhagen 2000).

Die medikamentdse Thromboembolie-Prophylaxe in der Schwangerschaft umfasst drei alter-
native Therapieempfehlungen: Die Patientin sollte klinisch beobachtet werden und eine He-
paringabe in prophylaktischer Dosierung oder in halbtherapeutischer Dosierung erhalten.
Diese Empfehlung birgt einen Freiraum in der Therapieentscheidung und kann dadurch gut

auf individuelle Risikokonstellationen abgeglichen werden (Zotz et al. 2008).

Die optimale Behandlung fir Frauen, die an einem Antiphospholipid-Syndrom und Schwan-
gerschaftskomplikationen leiden, ist noch nicht sicher definiert. Es hat sich gezeigt, dass eine
Prophylaxe bestehend aus Acetylsalicylsaure (75-100 mg/d) beginnend prakonzeptionell bis
zur 34./36. SSW in Kombination mit der Gabe niedermolekularem Heparin ein- bis zweimal
taglich von Beginn der Schwangerschaft bis zur Entbindung effektiv zu sein scheint. Die Ga-
be von Vitamin K-Antagonisten in der Schwangerschaft ist kontraindiziert, da es das Kind
schadigt (Farquharson et al. 2002, Rai 2000).

Auch die Therapie der immer wiederkehrenden Aborte ist noch nicht standardisiert. In einer
Studie von Farquharson et al. konnte gezeigt werden, dass mit einer kombinierten Gabe von
Heparin und Acetylsalicylsdure versus Acetylsalicylsaure als Monotherapie signifikant die

Rate der Lebendgeburten anstieg, 78% versus 72% (Farquharson et al. 2002).
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1.6 Autoimmunerkrankungen

1.6.1 Systemischer Lupus erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes ist eine Systemerkrankung, bei der Organe, Gewebe
und Zellen durch Gewebe-bindende Antikérper und Immunkomplexe geschadigt werden.

Betroffen sind Uberwiegend Frauen im gebarfahigen Alter (Dietel et al. 2005).

Ausgelost wird der systemische Lupus erythematodes durch verschiedene Interaktionen zwi-
schen bestimmten Genen und Umweltfaktoren, die eine pathologische Immunantwort hervor-
rufen. Die Immunantwort aufdert sich in einer Hypersensibilitat und Hyperreaktivitat der T-
und B-Zellen und zusétzlich in einer ineffektiven Regulation der Antigenverfigbarkeit und
einer kontinuierlichen Bildung von Antikorpern. Es gibt verschiedene Antikdrper, die beim
systemischen Lupus erythematodes vorkommen. Mit einer Pravalenz von 98 % treten die
Antinuklearen-Antikorper auf. Sie lassen sich in einem Screeningverfahren am Besten nach-
weisen. Weitere systemische Lupus erythematodes spezifische Antikorper sind die und die
Anti-Smith-Antikérper. Die Anti-Doppelstrang-Desoxyribonukleinsdure-Antikérper sind gegen
die Desoxyribonukleinsdure (DNA) gerichtet und die Anti-Smith-Antikérper gegen ein Pro-

teinkomplex an sechs Spezies der nuklearen U1-Ribonukleinsaure (Dietel et al. 2005).

Biopsien von vor allem betroffener Haut weisen Immunkomplexablagerungen in der dermal-
epidermalen Junktion, Verletzungen der basalen Keratinozyten und Entzindungen, die durch
das ausgepragte Vorkommen von T-Lymphozyten gekennzeichnet sind, auf (Dietel et al.
2005).

Die Diagnose beruht auf charakteristischen klinischen Zeichen (siehe Tabelle 3) und dem

Nachweis von Autoantikorpern.

Die Diagnose systemische Lupus erythematodes wird gestellt, wenn = 4 der Kriterien gleich-
zeitig zu einer bestimmten Zeit wahrend des Krankheitsverlaufes vorhanden sind. Die Spezif-
tat liegt dabei bei ca. 98 % und die Sensitivitat bei ca. 75 % (Hochberg 1997, Tan et al.
1982).

Fur den systemische Lupus erythematodes gibt es keine Heilung und komplette Remissio-
nen sind selten. Ziele einer Therapie sind akute schwere Exazerbationen zu beherrschen
und Langzeittherapiestrategien zu planen, die die Symptome lindern und Organschadigun-
gen vermeiden. Bei einem lebensbedrohlichen systemische Lupus erythematodes werden

systemisch Glukokortikoide verabreicht (Dietel et al. 2005).
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Tabelle 3: Klassifikationskriterien fiir die Diagnose des systemischen Lupus erythematodes -

ACR-Kriterien (American College of Rheumatology)

(Hochberg 1997, Tan et al. 1982).

Wangenerythem

Erythem, flach oder erhaben, Uber den

Wangenknochen

Diskoides Erythem

Erythematdse kreisférmige erhabene Fle-
cken mit keratotischer Schuppung und folli-
kularer Pfropfbildung; atrophische Vernar-

bungen kénnen vorkommen

Photosensitivitat

UV-Licht-Exposition verursacht ein Erythem

Orale Ulzera

SchlieRt orale und nasopharyngeale Ulzera

ein, die von einem Arzt gesehen wurden

Arthritis

Nicht erosive Arthritis, die zwei oder mehr
periphere Gelenke betrifft, gekennzeichnet
durch Schmerzhafigkeit, Schwellung oder

Erguss

Serositis

Pleuritis oder Perikarditis, dokumentiert
durch Elektrokardiogramm oder Reibege-

rausche oder Nachweis eines Ergusses

Nierenbeteiligung

Proteinurie >0,5 g/d oder = 3+ oder zellulare

Zylinder

Neurologische Stérungen

Krampfanfalle oder Psychose ohne andere

Ursache

Hamatologische Befunde

Hamatolytische Anamie oder Leukopenie (<
4000/ul) oder Lymphopenie (< 1500/ul) oder
Thrombopenie (< 100000/pl) ohne als Ursa-

che in Betracht kommende Medikamente

Immunologische Befunde

Anti-Doppelstrang-Desoxyribonukleinsaure-,
Anti-Smith-, und/oder  Antiphospholipid-
Antikorper

Antinukleare Antikorper

Ein abnormer Antinuklearen-Antikorper-Titer
mittels Immunfluoreszenz oder entspre-
chendem Test zu jeder Zeit ohne Nachweis
von Medikamenten, von denen bekannt ist,

dass sie Antinuklearen-Antikdrper induzieren
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2. Material und Methoden

21 Patientenkollektive

Bei unseren Patientenkollektiven handelte es sich um selektierte Patientenkollektive. In Teil

1 und 2 wurden nur Frauen berlcksichtigt.

2.1.1 Teil 1: Retrospektive Datenanalyse

Die retrospektive Auswertung bezieht sich auf Daten, die im Speziallabor fir Hdmostaseolo-
gie im AesculLabor Hamburg erhoben wurden. Mittels des Programms Crystal Reports
(Crystal Services, Vancouver, Kanada) konnten Daten aus einem Informationspool (LCS;
Medat Computer-Systeme GmbH, Miinchen, Deutschland) des Labors gewonnen werden.
Diese Daten wurden in Excel (Microsoft, Redmond, USA) Ubertragen und hinsichtlich deren

Ergebnisse selektiert.

21.2 Teil 2: Proben aus Zuweiserkollektiv

Es wurde Probenmaterialien mit dem anamnestischen Hinweis auf einen Abort gesammelt
und bis zum Zeitpunkt der Batchanalyse asserviert. Die eingegangenen Blutproben, Citrat-
plasma oder Serum, wurden zundchst 20 Min. bei 3.500 g zentrifugiert und daraufhin bei -28
bis -35 °C in einem Screw Cap Tube False Bottom (92 x 13 mm, Réhrchen, 3,5ml) Réhrchen
oder in Réhrchen (5 ml, 75 x 13 mm) beide von Sarstedt (Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutsch-

land) eingefroren.

2.1.3 Teil 3: Verumgruppe

Es wurden Serumproben von klinisch charakterisierten Patienten mit Lupus erythematodes
gesammelt. Diese Proben wurden von niedergelassenen Rheumatologen zur Diagnostik in
das AesculLabor gesendet. Nachdem die Diagnostik durchgeflihrt wurde, konnten vorhande-
ne Restseren in Réhrchen (5 ml, 75 x 13 mm) von Sarstedt (Sarstedt AG) bei -28 bis -35 °C

bis zum Zeitpunkt der Batchanalyse asserviert werden.

2.2 Teil 1: Retrospektive Datenanalyse

Es wurden Daten aus dem Zeitraum von 01.01.2008 bis zum 31.12.2009 aus den Laborda-
ten des AesculLabors aus Medat (Medat Computer-Systeme GmbH) mit Hilfe von Crystal

Reports (Crystal Services) gezogen.

Diese Daten wurden in Excel (Microsoft) exportiert und hinsichtlich verschiedener, im Ergeb-

nisteil beschriebener Charakteristika selektioniert.
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2.2.1 Laboranalyzer und Reagenzien
2211 Gerinnungsanalyzer ACL Top 500

Das vollautomatische Analysegerat ACL Top 500 (Instrumentation Laboratory [IL], Bedford,
Massachusetts, USA) ist ein hdmostaseologisches Testsystem. Die vom System ausgege-
benen Ergebnisse stellen sich aus direkt gemessenen Hamostaseparametern und berechne-
ten Parametern zusammen. Mit dem ACL Top kénnen koagulometrische (turbidimetrische)
Verfahren, chromogene (Absorptions-) Methoden und immunologische Teste durchgefihrt

werden.

2.21.1.1 Reagenzien fir MixConLA
- HemoslIL aPTT-SP (lupus-sensitive aPTT; IL)

Das Testprinzip der Bestimmung der aPTT wird mit Hilfe von Silica, einer oberfla-
chenaktiven Substanz, eingeleitet. Silica aktiviert Vorphasenfaktoren (HMW-
Kininogen, Kallikrein) und Faktor XlI, dies geschieht in einer festen Zeitspanne bei
37°C. Darauf werden weitere Reaktionen durch die Zugabe von Calcium ausgeldst
und die Zeit bis zur Gerinnselbildung wird gemessen. Zur Komplexbildung mit akti-
viertem Faktor X und Prothrombin sind gerinnungsaktive Phospholipide (partielle
Thromboplastine) notwendig. Die aPTT-SP Packung enthalt zusatzlich zu dem aPTT
Reagenz (5 Flaschen x 9 ml), das aus kolloidalen Silica-Dispersion mit synthetischen
Phospholipiden, Puffer und Konservierungsmitteln zusammengesetzt ist, Calcium-

Chloride 5 x 8 ml Flaschen Calciumchlorid (0,025 mol/l) mit Konservierungsmitteln.

- HemoslL SynthAFax (lupus-insensitive aPTT; IL)
Die Inkubation von Plasma im Beisein einer optimalen Menge an Phospholipiden, ei-
nem negativ geladenen Kontakt-Aktivator und Puffer fuhrt zur Aktivierung des intrinsi-
schen Gerinnungssystems. Nach Inkubation wird der Gerinnungsablauf durch die Zu-
gabe von Calcium Uber eine festgelegte Zeitspanne gestartet und die Zeit bis zur Ge-
rinnselbildung gemessen. Die SynthAFax Packung setzt sich aus dem aPTT Rea-
genz und Calciumchlorid zusammen. Das aPTT Reagenz enthalt 5 x 10 ml flissiges,
gepuffertes Phospholipidreagenz mit synthetischen Liposomen, welches Ellagsaure,
Stabilisatoren und Konservierungsmittel enthalt. Calciumchlorid (5 x 10 ml) besteht

aus einer wassrigen Ldsung (0,020 mol/l) mit Konservierungsmitteln.

- HemoslIL Normal-Kontroll-Plasma (IL)
Das Normal-Kontroll-Plasma wird aus einem ,Human Citrat“-Plasmapool hergestellt.
Es dient der Genauigkeit und Uberprifung von Gerinnungstests. Die Normal-Kontroll
Packung enthalt neben den 10 x 1 ml Flaschen lyophilisiertes Human-Plasma Puffer,

Stabilisatoren und Konservierungsmittel.
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- Polybren-CaCl, 3 x 10ml (IL)
- pathologische Lupus-Kontrolle 2 x 1ml (IL).

2.21.1.2 Reagenzien fur Lupus-Antikoagulans LAC screen/confirm (IL)

- LAC Screen
Die Packung besteht aus 10 Flaschen x 2 ml lyophilisiertes Material, welches Extrakt
des Schlangengifts ,Russells Viper Venom*, Phospholipide, Calcium, Polybren, Puf-

fer, Stabilisatoren, Farbstoffe und Konservierungsmittel enthalt.

- LAC Confirm

Die Packung setzt sich gleich zusammen, wie die LAC Screen Packung.

2.21.1.3 Testprinzip fur Lupus-Antikoagulans

MixConLA (IL) ist ein aPTT-basierter Bestatigungstest fir Lupus-Antikérper, der nach einem
Screening erfolgt und auf dem ACL Top 500 durchgefiihrt wird. Hierzu wird das Patienten-
plasma (Citrat-Plasma) 1 + 1 mit Normalplasma vermischt. Durch ein Lupus-sensitives und
ein Lupus-insensitives aPTT-Reagenz werden zwei Gerinnungszeiten gemessen. Zwischen
diesen wird die Ratio bestimmt. Der gleiche Bestimmungsansatz wird fir Normalplasma
durchgeflihrt. Die schlussendliche MixConLA-Ratio ergibt sich aus der Division der Patien-

ten-Ratio durch die Normalplasma-Ratio.

Lupus-Antikoagulans LAC screen/confirm (IL): Diese Teste werden auf dem ACL Top 500
basierend auf der dRVVT aus Citrat-Patientenplasma durchgefihrt. Der Test LAC Screen
enthalt Phospholipide in geringer Konzentration und ist deshalb sensitiv gegenuber Lupus-
Antikoagulans-Antikdrpern. Beim LAC Confirm Test (IL) sind die Phospholipide in hohen
Konzentrationen enthalten, wodurch die Lupus-Antikoagulans-Antikdrper neutralisiert werden

und die Gerinnungszeit verkurzt wird.

2.21.1.4 Beurteilung

Bei der MixConLA liegt der Referenzbereich der normalisierten Ratio zwischen 0,95 und

1,07, dieser ist aber gerateabhangig.

Bei Lupus-Antikoagulans LAC screen/ confirm liegt der Normalbereich der Ratio unter 1,2.
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2.21.2 Imtec ELISA

Bei dem ELISA (Human Gesellschaft fir Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden,
Deutschland) handelt es sich um einen handischen Test. Dieser hat eine Beschichtung mit

Imtec-Cardiolipin-Antikdrpern IgG/IgM und Imtec-R,-GPI 1-Antikérper IgG/IgM.

2.2.1.21 Testprinzip
Abbildung 2 soll das ELISA-Prinzip kurz darlegen.

ELISA

Antibody Labeling Reagents
e Enzyme
B”S"Tng fl /@ Substrate
ite N\,
@
\ Second Antibody ~” - N
Target Analyte - Product
(Antigen} Target Analyte
o @K
Sample ® >
amp - ~ ® :. ™
» .
P &
4 & Solid Phase

Bind Wash Label Read

Abbildung 2: ELISA-Prinzip
URL: http://51protocol.com/upimg/100111/1_124500J8.jpg [Stand: 14.01.2012, 10:46].

Die 96-well-Mikrotiterplatten sind bei der Bestimmung von Cardiolipin-Antikdrpern 1gG/IgM
mit Cardiolipin und R,-GPI und bei der Bestimmung von R,GPI-Antikdrpern IgG/IgM nur mit
affinitdtsgereinigtem, humanem R,GPI beschichtet. Diese werden mit Kalibratoren, Kontrol-
len und Serumproben inkubiert. Wahrenddessen binden vorhandene Antikérper der zu tes-
tenden Proben in den vorbehaltenen Vertiefungen. Meerrettich-Peroxidase gebundenes 1gG-
Konjugat wird daraufhin inkubiert und erkennt die gebundenen Antikdrper. Nach jeder Inku-
bation werden nicht gebundene Partikel mittels Absaugen und Waschen der Kavitaten ent-
fernt. Nach Zugabe einer Substratldsung entsteht ein Farbstoff. Die Farbintensitat ist propor-
tional der Konzentration/Aviditat der nachgewiesenen Antikérper. Nach Zugabe einer Stopp-
I6sung zeigt sich der Farbumschlag optisch indem sich die Farbe von blau nach gelb andert.
Die Extinktion wird darauf mit einem Columbus Pro Photometer (Tecan GmbH, Crailsheim,

Deutschland) bei 450 nm gemessen.
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22122 Kits
Das jeweilige Imtec-Cardiolipin-Antikdrper Testkit IgG/IgM bzw. 3,-GPI-Antikdrper 1gG/IgM

Testkit umfasst:

- 12 x Mikrotiterstreifen, mit je 8 Kavitaten, gebrauchsfertig, beschichtet mit Cardiolipin
und gereinigtem humanem R,-GPI

- 5 x Kalibratoren 1gG/IgM, Humanserum 1,5 ml konzentrationsabhangig eingefarbt,
gebrauchsfertig. Cardiolipin-Konzentration: 31,25 U/ml, 62,5 U/ml, 125U/ml, 250
U/ml, 500 U/mi

- Negatives Kontrollserum 1,5 ml, human, gebrauchsfertig

- Positives Kontrollserum 1,5 ml, human, gebrauchsfertig

- Waschpuffer 50 ml, Konzentrat

- Verdinnungspuffer 100 ml, gebrauchsfertig, Phosphatpuffer

- Konjugatlésung 15 ml, anti-human-IgG/ IgM HRP Konjugat, gebrauchsfertig

- TMB Lésung 15 ml, gebrauchsfertig, 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB) 1,2 mmol/l,
Wasserstoffperoxid 3 mmol/l

- Stoppldésung 15 ml, Schwefelsdure, gebrauchsfertig

- Klebestreifen.

2.2.1.2.3 Beurteilung

Fir R,-GPI-Antikérper 1gG/IgM gelten Werte < 7 U/ml als negativ und Werte > 7 U/ml als po-
sitiv. Fur Cardiolipin-Antikdrper 1gG/IgM gelten Werte < 10 GPL/ml bzw. MPL/ml als negativ

und daruber liegende Werte als positiv.

222 Zusatzliche Gerate
2221 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Kary B. Mullis veréffentlichte 1984 eine Methode mit der man eine in vitro-Amplifizierung von
Nukleinsdure-Fragmenten ohne Verwendung von Zellen durchfliihren kann. Das Prinzip der
PCR wird in Abbildung 3 am Beispiel einer spezifischen Sequenz eines DNA-Doppelstrangs
dargelegt. Zunachst wird der Doppelstrang auf ca. 90 °C erhitzt, wodurch er denaturiert. Da-
raufhin wird die Temperatur auf ungefahr 50 °C herabgesenkt und zwei aus etwa 15 bis 25
Basen bestehende Oligonukleotide hinzugegeben, die komplementar zu der am 5‘-Ende
liegenden Sequenz der beiden Einzelstrange sind. Weiterhin werden DNA-Polymerase und
Desoxyribonukleotide zugesetzt. Sie vervollstandigen die beiden Einzelstrange zu einem
Doppelstrang. Der Reaktionszyklus der aus Denaturieren, Anfiigen der Oligonukleotide und

Extension zu neuen Doppelstrangen besteht wird mehrfach wiederholt. Dadurch ergibt sich
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eine exponentielle Zunahme der zu amplifizierenden DNA-Molekile (Loffler und Petrides

2007).

Die PCR wurde mit dem Real-Time PCR Gerat LightCycler 1.5 (Roche Deutschland Holding

GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) durchgefuhrt.

Bereich der Ziel-DNA, der
amplifiziert werden soll

3
5
1- zur Trennung der Strange
erhitzen
2- synthetische Oligonucleotid-
Primer zugeben; abkiihlen
3
-
<
5

3 -thermostabile DNA-Polymerase
zur Katalyse der 5' — 3'-DNA-
Synthese zugeben
3‘ T mm——
5| 1 S —

5
5
l Schritte Tund 2 wiederholen
3
=
<.
1
=
< mm
5

DNA-Synthese (Schritt 3) wird
von der thermostabilen DNA-
Polymerase (noch vorhanden)
katalysiert

s 4 —--—-—-——
1 S —

w1

l Schritte 1bis 3 wiederholen

2

w1

l Schritte 1bis 3 wiederholen

nach 20 Zyklen ist die Zielsequenz
auf das etwa 10%-fache amplifiziert

Abbildung 3: Amplifizierung einer spezifischen DNA Sequenz durch die PCR

(Loffler und Petrides 2007)
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223 Molekulargenetik

Die Mutation im MTHFR wird durch single nucleotide polymorphisms (SNPs) im MTHFR-Gen
verursacht. Die beiden haufigsten SNPs sind 677C>T (refSNP ID: rs1801133, A222V) und
1298A>C (refSNP ID: rs1801131, E429A). Die SNPs werden mit Hilfe von oligonukleotiden

Primern in Kombination mit der PCR auf gezweigt (Agarwal et al. 2007).

Die Mutation des Faktor V-Gens wird durch einen Basentausch von Guanin zu Adenin in

Position 1691 hervorgerufen (Segal et al. 2009).

Im Prothrombin-Gen ist die Mutation durch einen Basentausch von Guanin zu Adenin in Po-
sition 20210 gegeben (Segal et al. 2009).

Mittels PCR mit dem Real-Time PCR Gerat LightCycler 1.5 (Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) erfolgt ein Nachweis der jeweiligen Mutation Uber
eine Schmelzpunktanalyse der Amplifikate. Zusatzlich wird der Vortex Mischer (Labortechnik
Frébel GmbH, Lindau, Deutschland) bendtigt. Als Untersuchungsmaterial kann EDTA (Ethyl-

endiamin-tetraacetat), Citrat oder ein Wangenabstrich verwendet werden.

Benotigte Reagenzien:
- 1 M Tris Puffer
- 4 M NaOH
- HPCL (High Pressure Liquid Chromatography) Wasser
- QuantiFast SybrGreen (Qiagen, Hilden, Deutschland)
- Faktor Il Primer und Probe
- Faktor V Primer und Probe
- MTHFR 677 Primer und Probe.

Benotigte Materialien:
- Transferpipetten in verschiedenen GréRRen (0,5-10 pl, 2-20 ul,20-200ul,100-1000ul)
- Reagiergefalle 1,5 ml
- Sterile Filterpipettenspitzen
- Ro&hrchen (Sarstedt AG) 50 ml
- LightCycler Kapillaren (Roche Deutschland Holding GmbH) 20l
- LightCycler Kuhlblock fur Kapillaren (Roche Deutschland Holding GmbH).

Die Kapillaren werden fir jeden Parameter mit einem Master Mix angesetzt: pro zu bestim-
menden Parameter werden 10 pl QuantiFast SybrGreen (Qiagen), 7 yl HPCL Wasser, 1 pl

zugehoriger Primer und 2 pl der zugehoérigen Probe zusammengefligt, kurz gemischt und bei
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8.000 x g zentrifugiert. 19 pl von jedem Mix werden fur den jeweiligen Parameter in die dem-
entsprechenden Kapillaren pipettiert und noch 3,5 ul Patientenprobe hinzugefiigt. Die Kapil-
laren werden in den Zentrifugeneinsatzen bei 1.200 rpm herunter zentrifugiert. Fir den
Transport werden die Kapillare in eine Pipettenschachtel umgesetzt und diese wiederum in
das Proben Karussell des LightCyclers 1.5 (Roche Deutschland Holding GmbH) gesetzt.
Daraufhin wird das PCR Geréat gestartet. Am Ende der Analyse werden die Schmelzpunkte

angezeigt, die daraufhin ausgewertet werden.

2.3 Teil 2 und Teil 3: Proben aus Zuweiserkollektiv und Verum-
gruppe
2.3.1 Laboranalyzer

Alle Gerate wurden vor Beginn der Studie kalibriert und mit positiven und negativen Kontrol-

len Uberpruft.

2.31.1 Zenit ra

Zenit ra (A. Menarini Diagnostics, Florenz, Italien) ist ein Vollautomat fir Immunfluoreszenz
und ELISA. Standardisierte Arbeitsablaufe sind durch Vollautomatisierung gegeben. Das

System berechnet die Testergebnisse mittels gespeicherter Kalibrierungskurve.

2.3.1.1.1  Testprinzip

Die Magnetpartikel werden fiir die Messung des Cardiolipin mit Cardiolipin und ,-GPI und
fur die Messung des 3,-GPI nur mit B,-GPI beschichtet. Dies stellt die Festphase dar. Das
Konjugat bindet ein Antikérper gegen humane IgG/IgM, der mit einem Acridiniumester-
Derivat markiert wurde. Die folgenden Schritte decken sich denen, die in 2.3.1.5.1 beschrie-

ben werden.

2.3.1.1.2 Kits

Das jeweilige Kit setzt sich zusammen aus:

- Reagenz 1 (Magnetpartikel), 2,5 ml: beschichtete Magnetpartikel in Phosphatpuffer
mit Stabilisatorprotein, Tensid, Pro-Clin 300 und Natriumazid (<0,1 %) als Konservie-
rungsmittel

- Reagenz 2 (Konjugat), 25 ml: monoklonale Mausantikérper gegen humane IgG/IgM,
mit einem Acridiniumester-Derivat markiert in Phosphatpuffer mit Stabilisatorprotein,
Tensid, Pro-Clin 300 und Natriumazid (<0,1 %) als Konservierungsmittel

- Reagenz 3 (Diluent), 25 ml: Probenverdinnungsmittel: Phosphatpuffer mit bovinem
Serumalbumin, einem Tensid, einem blauem Farbstoff und Natriumazid (<0,1 %) als

Konservierungsmittel
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- Reagenz 4 (Kalibrator A), 1,6 ml: Humanserum mit niedriger Konzentration von Car-
diolipin IgG/IgM bzw. R,-GPI IgG/IgM mit bovinem Serumalbumin, einem Tensid, ei-
nem inaktiven blauen Farbstoff und Natriumazid (<0,1 %) als Konservierungsmittel

- Reagenz 5 (Kalibrator B), 1,6 ml: Humanserum mit niedriger Konzentration von Car-
diolipin IgG/IgM bzw. R,-GPI IgG/IgM mit bovinem Serumalbumin, einem Tensid, ei-

nem inaktiven blauen Farbstoff und Natriumazid (<0,1 %) als Konservierungsmittel.

2.3.1.1.3 Beurteilung

Cardiolipin-IgG/IgM Konzentrationen < 10 GPL/ml bzw. MPL/ml gelten als negativ, sowie fur
R,-GPI 1gG/IgM Werte < 10 AU/ml. Fir Cardiolipin IgM und R,-GPI IgM gelten Werte = 10
MPL/ml bzw. AU/ml als positiv. Cardiolipin IgG und 3,-GPI IgG Konzentrationen zwischen 10
und 20 GPL/ml bzw. AU/ml werden als ein Bereich definiert, in dem das Vorliegen von Anti-

kérpern als unsicher angesehen wird. Darriberliegende Werte (> 20) gelten als positiv.

2.3.1.2 ImmunoCAP 250

Das ImmunoCAP 250 (Phadia, Uppsala, Schweden) ist ein automatisiertes System fir Auto-
immun- und Allergieteste. Es verarbeitet Proben von der Testanforderung bis zum Ender-

gebnis bei wenigen Eingriffen.

2.3.1.21 Testprinzip

Die EIiA Wells (Phadia) aus Polystyrol sind mit definierten Antigenen (bovinem Cardiolipin
oder humanem R,-GPI) vorbeschichtet. Wahrend des Testprozesses wird Probenmaterial in
die EliA Wells pipettiert. Spezifische Autoantikbrper aus dem Probenmaterial binden an das
Antigen. Diese Bindung wird durch Hinzufigen eines enzymmarkierten Konjugats, dessen
Substrat gemessen wird, festgestellt. Die dadurch auftretende Fluoreszenz wird im integrier-

ten Fluormeter registriert.

2.3.1.2.2 Reagenzien

Die EliA Reagenzien (Phadia) sind als modulare Verpackungseinheiten zu erwerben. Es sind

jedoch fiir die Durchfiihrung des jeweiligen Tests alle Komponenten notwendig.

Fir die Bestimmung von Cardiolipin-Antikérpern 1gG/IgM und R,-GPI-Antikérpern 1gG/IgM
sind folgende testspezifische Reagenzien erforderlich:
- EliA Cardiolipin IgG/IgM Well fir die Bestimmung von Cardiolipin-Antikbrpern und fir
die Bestimmung von [3,-GPI-Antikorper EliA B2-Glycoprotein | IgG Well
- EliA APS Positive Control 250
- EliA 1gG/IgM Negative Control 250
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- EIliA Sample Diluent

- EliA 1gG/IgM Conjugate 50

- EliA 1gG/IgM Conjugate 200

- EIliA IgG/IgM Calibrator Strips

- EIliA IgG/IgM Curve Control Strips
- EliA 1gG/IgM Calibrator Well

- Development Solution

- Stop Solution

- Dilution Plates

- Washing Solution.

2.3.1.2.3 Beurteilung

Cardiolipin 1gG/ IgM Well (International Calibration: Harris, University of Kentucky, Louisville,
KY, USA) Werte < 10 GPL U/ml bzw. 10 MPL U/ml gelten als negativ. Werte zwischen 10
und 40 GPL U/ml bzw. MPL U/ml sind als schwach positiv definiert und Werte > 40 GPL U/ml
bzw. 40 MPL U/ml als positiv. 3,-GPI IgG/IgM Well Werte < 7 U/ml sind negativ. Ermittelte
Werte, die zwischen 7 und 10 U/ml liegen, sind als grenzwertig anzusehen und Werte > 10

U/ml als positiv.

2313 Alegria

Beim Alegria-Analyser (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Deutschland) handelt es sich
um ein semiautomatisiertes Verfahren zur Bestimmung von Antikdrpern. Das Gerat verflgt
Uber ein Random-Access, d.h. Uber eine freie Probenauswahl und eine individuelle Testan-
forderung und Uber eine sensotronic memorized calibration (SMC) Technologie. Die SMC-
Teststreifen basieren auf einer indirekten Enzym-Immuno-Reaktion. Jeder Teststreifen um-
fasst 8 Kavitaten und ist mit einem individuellen Barcode versehen. Ein Teststreifen ist fir
eine Bestimmung geeignet. Der SMC-Teststreifen ist mit einem kompletten Reagenzienset
ausgestattet, bestehend aus Enzymkonjugat, Enzymsubstrat, Probenverdiinnungspuffer und

einer testspezifischen Kontrolle fur Anti-Cardiolipin IgG/IgM oder Anti-R,-GPI IgG/IgM.

2.3.1.3.1  Testprinzip
Das Testprinzip ist mit dem Testprinzip des Imtec-ELISA vergleichbar, siehe 2.2.1.2.1.

2.3.1.3.2 Kits

Das jeweilige Testkit (Orgentec) fur Anti-Cardiolipin 1gG/ IgM enthalt fir das Alegria Testver-
fahren 12 oder 24 SMC-Teststreifen, 12 x 8 Mikrotiterplatten, Kalibratoren, TMB-Substrat,
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und Antigen Cardiolipin mit Cofaktor R,-GPl. Das jeweilige Testkit fur R,-GPI-Antikérper

IgG/IgM ist gleich zusammengestellt, enthalt aber als Antigen nur R3,-GPI.

2.3.1.3.3 Beurteilung

Die Auswertung und Interpretation der Ergebnisse erfolgt vollautomatisch. Fur Cardiolipin-
Antikdérper 19G liegen Werte < 10 GPL U/ml im negativen Bereich und Werte 2 10 GPL U/ml
im positiven Bereich. Werte < 7 MPL U/ml gelten fir Cardiolipin-Antikérper IgM als negativ
und Werte = 7 MPL U/ml als positiv. Fur 3,-GPI-Antikdrper 1IgG/IgM liegt der negative Ergeb-
nisbereich bei Werten < 5 U/ml, Werte zwischen 5 und 8 werden als grenzwertig definiert

und der positive Bereich liegt bei Werten > 8 U/ml.

2314 Imtec-ELISA
Siehe 2.2.1.2.

2.3.1.5 ACL AcusStar

Beim ACL AcuStar (IL) handelt es sich um eine automatisierte Chemilumineszenz-
Technologie (Immunoassay). Es werden gebrauchsfertige Reagenzkartuschen verwendet. In
dem Gerat integriert sind ein Barcodeleser und ein Touchscreen. Es kann eine kontinuierli-

che Probenbestlickung stattfinden. Es fasst insgesamt 30 Proben.

2.3.1.5.1 Testverfahren

Der jeweilige Antikdrper Test ist ein Zweistufen-Chemilumineszenz-Immunoassay, welcher
Magnetstreifen enthalt, die fur Cardiolipin IgG/IgM mit Cardiolipin und gereinigtem humanem
R,-GPI und fur R,-GPI IgG/IgM nur mit gereinigtem humanem R,-GPI beschichtet sind. Bei
Vorhandensein von Antikérpern in der zu messenden Probe, binden die Antikorper an den
beschichteten Magnetpartikeln. Nach der ersten Inkubation, magnetischer Separation und
einem Waschvorgang, wird ein Tracer hinzugegeben. Der Tracer enthalt Isoluminol markier-
te humane anti-lgG/IgM Antikérper und kann dadurch die eingefangenen Antikdrper an den
Partikel binden. Nach einer weiteren Inkubation, magnetischer Separation und einem
Waschvorgang wird durch Zugabe von Reagenzien, die Chemilumineszenz-Reaktion getrig-
gert. Durch das optische System des Gerates wird das emittierte Licht gemessen. Die ge-
messenen relativen Lichteinheiten (RLUs) sind proportional zu der Antikérper-Konzentration

in der Probe.

-36-



2.3.1.5.2 Kits
Ein Kit fur eine Bestimmung der Antikdrper Cardiolipin IgG/IgM bzw. 3,-GPI IgG/IgM enthalt

jeweils: eine zugehdrige Antikdrper Kartusche fiir 50 Bestimmungen und 2 zugehdrige Kalib-
ratoren.
Eine Kartusche enthalt je eine Flasche:
- Suspension mit Magnetpartikeln, die mit bovinem Cardiolipin bzw. R,-GPI beschichtet
sind
- Tracer, der humane anti-lgG/IgM Antikérper, die mit Isoluminol markiert sind, enthalt

- Probendiluent

Das Probendiluent wird flir die automatische Verdiinnung der Probe und eines Reruns bené-
tigt. Die Reagenzien befinden sich in einem Phosphat- oder Boratpuffer, der bovines Serum-
Albumin, Cardiolipin, humanes 3,-GPI, monoklonale Maus IgM/IgG, Stabilisatoren und Kon-

servierungsmittel enthalt.

Ein Kalibrator umfasst jeweils ein barcodiertes Réhrchen mit 1 ml einer Lésung des jeweili-
gen Antikérpers in Kochsalzlésung, die bovines fetales Serum, Stabilisatoren und Konservie-

rungsmittel enthalt.

2.3.1.5.3 Beurteilung
Die Ergebnisse werden in U/ml (frei gewahlte IgG/IgM Units) angegeben. Festgelegt wurde

ein Grenzwert von 20 U/ml fiur jeden Antikérper Parameter. Werte oberhalb von 20 U/ml gel-

ten als positiv.

2.3.2 cut-off-Werte

Die cut-off-Werte in unserer Studie wurden von den einzelnen Firmen fir das zugehérige
Gerat ermittelt und festgelegt. An diese vorgegebenen cut-offWerte hat sich unsere Studie
gehalten. Beim ACL AcuStar wurde der cut-off als Obergrenze des Normalbereichs von 250
Citratplasmen einer Blutbank (99 % Perzentil) ermittelt. Hier galten fur alle Antikérper-Werte
Uber 20 U/ml als positiv. Fur das Analysegerat ImmunoCAP 250 wurden 400 Seren einer
Blutbank von offensichtlich gesunden Personen auf den jeweiligen Antikérper untersucht und
die 95 % und 99 % Perzentile bestimmt. 70 der Proben wurden zusatzlich auf dem Geréat
Phadia 250 bestimmt, um die Ergebnisse zu Gberprifen. Fir Cardiolipin IgG/IgM gelten Wer-
te zwischen 10 und 40 GPL/ml bzw. MPL/mI als schwach positiv und Werte > 40 GPL/ml
bzw. MPL als positiv. Fur 3,-GPI 1gG/IgM ist ein grenzwertiger Bereich zwischen 7 und 10
U/ml definiert. Werte > 10 U/ml werden als positiv angesehen. Fir den Imtec-ELISA wurde
ebenfalls ein Kollektiv gesunder Personen untersucht und die 95 % und 99% Perzentile be-

stimmt. Die 99% Perzentile entsprechen z. B. fur Cardiolipin IgM 7,1 MPL/ml und fur Cardi-
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olipin 1IgG 9,4 GPL/ml. Es gelten Werte als positiv, wenn Cardiolipin 1gG/IgM oberhalb 10
GPL/ml bzw. MPL/ml und 3,-GPI IgG/IgM oberhalb von 7 U/ml liegt. Fur die cut-off-Werte
beim Analysegerat Alegria wurden 250 Proben von Blutspendern getestet und daraus die 99
% Perzentile ermittelt. Bei Alegria gelten Cardiolipin-Werte IgG = 10 GPL/ml, Cardiolipin-
Werte IgM = 7 MPL/ml als positiv. Fur 3,-GPI-Werte 1gG/IgM sind Werte zwischen 5 und 8
U/ml als grenzwertig definiert und Werte > 8 U/ml als positiv. Auf dem Analysegerat Zenit ra
wurden 100 Proben von gesunden Personen auf das Vorliegen der jeweiligen Antikdrper
Uberprift und mittels deren Ergebnisse eine Erfassungsgrenze berechnet. Die Grenze wurde
als 95 % Perzentile der negativen Bevolkerung festgelegt und liegt fur Cardiolipin-Antikdrper
IgG bei 6,2 GPL/ml, fir Cardiolipin-Antikérper IgM 4,3 MPL/ml, fur R,-GPI-Antikérper 1gG bei
3,8 AU/ml fir R,-GPI-Antikdrper IgM bei 1,8 AU/ml jeweils mit der Reagenziencharge 2. Car-
diolipin-Antikérper IgM-Werte = 10 MPL/ml und R,-GPI-Antikorper IgM-Werte =2 10 AU/mlI
gelten als positiv. Anti-Cardiolipin IgG- und Anti-R,-GPI IgG-Werte zwischen 10 und 20
GPL/ml bzw. AU/ml liegen in einem Graubereich. Erst Werte > 20 GPL/ml bzw. AU/ml gelten

als positiv.

Fir unsere Studie haben wir bei den drei Firmen (A. Menarini Diagnostics, Orgentec Diag-
nostika GmbH und Phadia) mit schwach positiven bzw. grenzwertigen Bereichen fir die Dar-
stellung der Boxplots und der Berechnung fiir Cohen’s Kappa jeweils den untersten Wert als
cut-off-Wert verwendet, da bei dem Zenit ra von einem ,fragwirdigen® Bereich gesprochen
wird, der in den Sapporo-Kriterien nicht definiert wurde (Miyakis et al. 2006). Beim Alegria
wird von einem ,grenzwertigen“ Bereich gesprochen, bei welchem es unklar ist, ob Antikor-
per vorliegen oder nicht. Fir ImmunoCAP 250 haben wir uns ebenfalls fiir den untersten
Wert entschieden, da bereits bei schwach positiven Werten Antikérper vorliegen und die an-
deren Gerate einen gleichen oder ahnlichen cut-off-Wert haben und somit eine bessere Ver-

gleichbarkeit gegeben war.

2.3.3 Statistische Auswertung Teil 1

Zur statistischen Auswertung wurde Excel (Microsoft, Redmond, USA) und R.2.13.0 (R-

statistics, open source software) genutzt.

Fir das Antiphospholipid-Antikdrper Screening wurden nur weibliche Patienten beriicksich-
tigt und die Antikorper-Verteilung im primaren Patientenkollektiv ausgewertet. Die Verteilung
wurde ermittelt, indem Patientinnen in Zusammenhang mit der Anzahl der positiven Testver-
fahren gebracht wurden. Zusatzlich wurden Summen der einzelnen positiven Testverfahren
gebildet. Die Ergebnisse wurden in Form von Saulendiagramm und Tabelle dargestellt, wel-

che mit Excel (Microsoft) erstellt wurden.
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Flr das selektierte Patientenkollektiv wurde die Datentabelle in Excel (Microsoft) hinsichtlich
des Geschlechts auf weibliche Patientinnen selektiert und es wurde ein Mindestalter von 18
Jahren als Trigger gesetzt. An Daten musste ein vollstdndiges Screening auf Thrombophilie
und Antiphospholipid-Antikdrper vorliegen. Die Altersverteilung wurde mittels gebildeten Mit-

telwerts, Standardabweichung, Minimum (MIN) und Maximum (MAX) erstellt.

Fir die einzelnen Screeningwerte wurden der Mittelwert und die Standardabweichung be-
rechnet. Zusatzlich wurde ermittelt bei wie vielen Patientinnen der jeweilige Thrombophilie-
parameter bestimmt wurde und dies in Prozent dargestellt. Fir Protein C, Protein S und Anti-
thrombin wurde zusatzlich jeweils ein Balkendiagramm erstellt, um die pathologischen Wer-

te, die unterhalb des Referenzbereiches liegen, darzustellen.

Far die Faktor II- und Faktor V-Mutation wurden die Verteilung der einzelnen Mutationen und
die Kombination der beiden Mutationen fur das Patientinnenkollektiv bestimmt und in Form

eines Tortendiagramms abgebildet.

Auch fur das selektierte Patientinnenkollektiv wurde das Screening fir Antiphospholipid-
Antikérper durchgefihrt und nach gleichem Schema, wie flr das primare Patientenkollektiv,
ausgewertet. Zusatzlich wurde mittels R.2.13.0 (R-statistics, open source software) ein
Boxplot fur Cardiolipin-Antikérper IgG/IgM und R,-GPI-Antikérper IgG entworfen. Fir eine
bessere Darstellung der Boxplots wurden Werte Gber 30 der jeweiligen Einheit auf 30 der

jeweiligen Einheit winsorisiert.

234 Statistische Auswertung Teil 2 und 3

Fur die statistische Auswertung des zweiten und dritten Teils wurde zunachst nur Excel
(Microsoft) verwendet und mit dessen Verwendung der Mittelwert, sowie Standardabwei-
chung Minimum und Maximum flr die Altersverteilung berechnet, die einzelnen Thrombophi-
lieparameter und ihre Verteilung wurden mittels Mittelwert und Standardabweichung ermittelt
und dessen Angaben in Absoluten- und Prozentzahlen dargelegt. Desweiteren wurde mit
Excel (Microsoft) die Anzahl und Verteilung der Aborte und deren Zeitpunkte bestimmt und
mittels Saulendiagramm dargestellt. Die Angaben der Aborte und deren Zeitpunkt beziehen
sich hauptsachlich auf die klinischen Daten, die per Fax von niedergelassenen Gynakologen
eingeholt wurden. Bei den Patientinnen, bei denen keine klinischen Daten vorlagen, wurde
sich bei der Angabe der Anzahl der Aborte auf den Uberweisungsschein verlassen. Bei ei-
nem Hinweis auf Abort wurde von einem Abort ausgegangen, bei Angabe der Zahl wurde
diese Ubernommen und bei der Angabe von habituellen Aborten wurde von 3 Aborten aus-

gegangen. Ebenfalls mittels Excel konnten die Anzahlen der positiven und negativen Ergeb-

-39-



nisse der einzelnen Testsysteme beurteilt werden und diese in Form einer Tabelle vorgestellt

werden.

2341 Boxplots

Die Boxplots wurden mit Hilfe des Institutes fur Biometrie und Epidemiologie des Universi-
tatsklinikums Hamburg Eppendorf jeweils flr einen Parameter mittels R.2.13.0 (R-statistics,
open source software) dargestellt. Fir den jeweiligen cut-off-Wert fir die einzelnen Parame-
ter der Firmen haben wir Bezeichnungen der Hersteller, die nicht als negativ ausgekenn-
zeichnet waren, als positiv definiert. Dies bedeutet, dass wir keine Graubereiche, fragwurdi-
gen Bereiche, keine grenzwertigen Bereiche und schwach positive Bereiche unterschieden
haben. Auf Grund der schiefen Verteilung der Messungen wurden die Ergebnisse mit Stetig-
keitskorrektur und normalisiert fir den Gerate-Typ entsprechenden Grenzwert logarithmiert.
Die Funktion lautete: log(Ausgangswert/cut-off+1). Die vier Boxplots wurden illustriert mit
dem normalisierten cut-off-Wert bei log(2). Hierbei wurden Messwerte oberhalb von 1,5 auf

der logarithmierten Skala, d.h. das ca. 3,5-fache des jeweiligen Grenzwertes, winsorisiert.

Die Boxplots wurden fiir das Abort-Kollektiv und fir die Verumgruppe gezeichnet.

2.3.4.2 Cohen’s Kappa

Um die Ubereinstimmung der positiven und negativen Ergebnisse der einzelnen Geréte dar-
zulegen, wurde mittels R.2.13.0 (R, Auckland, Neuseeland) mit Hilfe des Institutes fur Bio-
metrie und Epidemiologie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf anhand der cut-off-
Werte gebildete Vierfeldertafeln das Ubereinstimmungsmal Cohen’s Kappa berechnet. Hier

galten die gleichen Grenzwerte, wie bei der Ermittlung der Boxplots.

Cohen’s Kappa wurde ebenfalls flir das Abort-Kollektiv und fiir die Verumgruppe berechnet.

2.3.5 Zeitanalyse

Um die Testsysteme untereinander in ihrem Zeitaufwand vergleichen zu kénnen, wurden die
einzelnen Vorgehensschritte mittels einer Stoppuhr gemessen und die Zeit fir eine Bestim-

mung einer Probe mit vier Parametern berechnet.

Zenit ra (A. Menarini Diagnostics, Florenz, Italien) wird handisch mit Proben bestiickt. Da-

raufhin arbeitet das Gerat selbststédndig, welches die Walk-away Zeit darstellt.

Imtec-ELISA (Human Gesellschaft flir Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden,
Deutschland) wird vollstandig von Hand durchgefiihrt. Eine Platte fasst 80 Proben. Auf einer

Platte wird jeweils ein Parameter bestimmt. Zunachst wurden je 10 ul einer Probe in Rohr-
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chen pipettiert, daraufhin wurde eine Verdinnungslésung hinzugefiigt, gut gemischt und
schlieBlich auf die Platte gebracht inklusive Kalibratoren und Kontrollen. AnschlieRend wur-
den die Proben bei Raumtemperatur inkubiert, danach gewaschen und Konjugat hinzuge-
fugt, welches zunachst belassen wurde und danach nochmals gewaschen wurde. Danach
wurde Substrat hinzugefigt, gewartet und darauf die Stopplésung pipettiert. Zuletzt wurden
die Proben dann mit dem Photometer gemessen.

Da diese Schritte immer fir 80 Proben in Serie durchgefiihrt wurden, musste der Zeitauf-
wand fir die Analyse einer Probe mit 4 Parametern rechnerisch ermittelt werden (handische
Arbeitszeit fur 80 Proben durch 80 dividiert und dann mit 4 multipliziert).

Bei dem ImmunoCAP 250 (Phadia, Uppsala, Schweden) miissen die Proben in einen Pro-
benstander gestellt werden und dieser in die zugehdrige Schiene in das Gerat geschoben
werden. AnschlieBend missen die Anforderungen von Hand eingegeben werden. Nach Be-

tatigung des Start-Knopfes arbeitet das Gerat selbststandig.

Das Analysegerat Alegria (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Deutschland) erfordert zu
Beginn handischen Einsatz. Die Schutzfolie der SMC-Teststreifen wird entfernt, in die Halte-
rung eingelegt und 10 yl der Probe in die erste Kavitat pipettiert. Die Halterung wird nach
Eingabe der Patientennummer in das Gerat geschoben. Nachdem das Gerét die Streifen
eingelesen hat, wird der Startknopf betatigt und das Gerat arbeitet ab diesem Zeitpunkt

selbststandig.

Beim ACL AcuStar (Instrumentation Laboratory, Bedford, US-Bundesstaat Massachusetts,
USA) wird die Probe in einen Probenstander gestellt und dieser in das Gerat gestellt. Den
Barcode der Probe liest das Gerat automatisch ein. Am Computer wird die Anforderung ein-

gegeben. Daraufhin erfolgt die Abarbeitung der Proben automatisch.
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3. Ergebnisse

3.1 Teil 1: Retrospektive Datenanalyse

3.1.1 Antiphospholipid-Antikorper Screening fur das primare Patientenkollektiv

Das Screening fir die Antiphospholipid-Antikdrper umfasst den LAC-Screen-Test, die
MixConLA Testung, Cardiolipin-Antikérper vom Typ I1gG und IgM und R,-GPI-Antikorper.
Hierbei kdnnen einzelne Parameter positiv ausfallen oder auch mehrere kombiniert. Der

LAC-Screen-Test wird in schwach positive Werte und positive Werte unterteilt.

Das primare Patientenkollektiv von 7.717 Patienten und Patientinnen wurde auf Patientinnen
eingeschrankt, womit das Kollektiv flr dieses Antiphospholipid-Antikdrperscreening 6.927
Patientinnen umfasste. In diesem Patientinnenkollektiv wiesen eine Vielzahl an Patientinnen

positive Werte fiir verschieden viele Testverfahren auf.

Tabelle 4 verdeutlicht wie viele Patientinnen in keinem oder einem der Testverfahren (Lac-
Screen-Test, MixConlLa, Cardiolipin-Antikérper 1gG, Cardiolipin-Antikérper IgM, R,-GPI-
Antikérper 1gG) auf Antiphospholipid-Antikérper positiv getestet wurden, beziehungsweise
wie viele Patientinnen positive Werte in zwei, drei, vier oder finf Testverfahren aufwiesen. Es
zeigt sich eine abnehmende Haufigkeit der Patientinnen Anzahl mit Zunahme der positiven

Werte in den Testverfahren.

Tabelle 4: Antiphospholipid-Antikérper-Screening
Spalte 1: Anzahl positiver Testverfahren; Spalte 2: Anzahl der Patientinnen; (n=6.927).

Anzahl positiver Testverfahren Anzahl der Patientinnen
0 6.170

1 664

2 72

3 12

4 8

5 1

Im Einzelnen, wie in Abbildung 4 zu sehen ist, zeigten 27 (0,39 %) Patientinnen positive
Werte im LAC Screen und 89 (1,3 %) schwach positive Werte. Im MixConLA wiesen 167 (2,4
%) Patientinnen einen positiven Wert auf. Fur Cardiolipin-Antikérper 19G hatten 119 (1,7 %)
Patientinnen positive Werte und fiir Cardiolipin-Antikérper IgM 85 (1,2 %) Patientinnen. 394
(5,7 %) Patientinnen zeigten positive Werte fur R,-GPI-Antikérper IgG.
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Abbildung 4: Verteilung der Antiphospholipid-Antikorper

LAC Screen pos: LAC-Screen positive; LAC Screen spos: LAC-Screen schwach positive; MixConLA
positive; CL IgG: Cardiolipin-Antikérper IgG; CL IgM: Cardiolipin-Antikorper IgM; 32-GPI 1gG: R,-GPI-
Antikérper 19G; (n=6.927)

31.2 Selektiertes Patientinnenkollektiv

Das primare Patientenkollektiv umfasste 7.717 Patienten und Patientinnen. In der Studie
sollten jedoch nur Frauen mit einem Mindestalter von 18 Jahren berucksichtigt werden, wo-

mit sich das Patientenkollektiv auf 6.310 Patientinnen einschrankte.

Desweiteren musste bei allen Patientinnen ein vollstandiges Thrombophiliescreening vorlie-
gen. Hierfur waren Ergebnisse fur Protein C, Protein S, Antithrombin, Faktor [I-Mutation und
Faktor V-Mutation erforderlich. Zusatzlich musste das Antiphospholipid-Antikdrper-Screening
vollstandig durchgefiihrt sein. Dieses umfasste den LAC-Screen-Test, die MixConLA Reakti-
on, Cardiolipin-Antikdrper 19G und IgM, R,-GPI-Antikdrper 19G. Vollstandig auswertbare Da-

tensatze lagen schlief3lich fir 1.368 Patientinnen als endgiiltiges Kollektiv vor.

3.1.21 Altersverteilung

Der Mittelwert des Alters des Patientinnenkollektives betrug zum Zeitpunkt des jeweiligen
Thrombophiliescreenings 36,4 + 14,4 Jahre (Min. 18,0 Jahre, Max. 78,1 Jahre (in Jahren)).

3.1.2.2 Weitere Thrombophilie-Screeningwerte

Bei 10 von 1.368 Patientinnen wurde zusatzlich zu den in 3.1.2 aufgefiihrten Parametern die
MTHFR-Mutation mitbestimmt. Davon wiesen 5 (50 %) Patientinnen keine Mutation auf und

5 (50 %) Patientinnen waren heterozygot.
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Als zusatzliche Screeningwerte lagen Faktor VIlI-Antigen Bestimmungen bei 1.122 Patien-
tinnen (82,0 %), die Faktor VIII-Aktivitat bei 124 Patientinnen (9,1 %), die Thromboplastinzeit
(TPZ, Quick) bei 1.361 Patientinnen (99,5 %), die aPTT bei 1365 Patientinnen (99,8 %) und
Fibrinogen bei 1.364 Patientinnen (99,7 %) von den 1.368 Patientinnen vor.

Bei den Faktor VIII-Antigen-Ergebnissen lagen 143 (12,75 %) von 1.122, bei welchen Faktor
VIlI-Antigen bestimmt wurde, (iber dem Referenzwert von 150 %. Uber 160 % befanden sich
105 (9,36 %) Patientinnen Werte. Der Mittelwert + Standardabweichung (SD) betrug 105,78
+ 39,59 %.

Bei 15 (12,1 %) von 124 Patientinnen, bei denen die Faktor VIII-Aktivitdt bestimmt wurde,
lagen die Werte Uber dem Referenzbereich von 60-150 %. Dies entspricht 12,10 %. Der Mit-
telwert £ SD ergab 71 + 22,14 %.

Bei den 1.361 Patientinnen bei denen die TPZ bzw. der Quickwert bestimmt wurde, lagen
von 1.120 Patientinnen (82,3 %) die Werte im Referenzbereich von 70-120 %. Der Mittelwert
+ SD machte 105,03 £ 25,31 % aus.

1.196 von 1.365 Patientinnen hatten eine im Referenzbereich liegende aPTT von 24-38 Se-
kunden. Der Mittelwert + SD betrug 33,48 £ 7,71 %.

Von 1.364 Patientinnen bei denen Fibrinogen bestimmt worden ist, lagen die Werte von
1.195 Patientinnen im Normbereich von 200-450 mg/dl. Der Mittelwert £ SD ergab 318,25 +
87,35 mg/dl.

3.1.23 Protein C
Der Referenzbereich von Protein C liegt zwischen 70 und 140 %. Bei 1.244 (90,9 %) von

1.368 Patientinnen lagen die Werte im Referenzbereich. Als pathologisch gelten die Werte,
die unterhalb und oberhalb des Referenzbereichs liegen. Bei 105 (7,68 %) Patientinnen lag
der Protein C Wert unter 70 % und bei 19 (0,07 %) Patientinnen Gber 140 %. Damit lag bei
7,75 % ein pathologischer Wert vor. Der Mittelwert + SD betrug 93,95 + 20,64 %. Der mini-

male Protein C Wert lag bei 2 % und der maximale Wert bei 176 %.

Abbildung 5 stellt die Verteilung der pathologischen Protein C Werte unterhalb des Refe-

renzbereiches im Patientinnenkollektiv dar.

_44 -



60-69

50-59

40-49

30-39

Protein C Werte [%]

20-29

0-19

0 10 20 30 40 50

Anzahl der Patientinnen

Abbildung 5: Pathologische Protein C Werte unterhalb des Referenzbereiches
(n=1.368).

3.1.24 Protein S

Bei Protein S liegt der Referenzbereich zwischen 55 und 130 %. Im Referenzbereich lagen
die Werte von 1.218 (89,0 %) von 1.368 Patientinnen. Pathologische Werte fanden sich fur
die Ergebnisse von 150 (11,0 %) Patientinnen. Hiervon lagen 132 (8,0 %) unter dem Refe-
renzbereich und 18 (1,3 %) darlber. Der Mittelwert + SD lagt bei 83,18 + 21,63 %. Der nied-
rigste Wert lagt bei 9 % und der héchste Wert bei 206 %.

In Abbildung 6 ist die Verteilung der pathologischen Protein S-Werte unterhalb des Refe-
renzbereiches im Patientinnenkollektiv dargelegt.
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Abbildung 6: Pathologische Protein S Werte unterhalb des Referenzbereiches
(n=1.368).
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3.1.2.5 Antithrombin

Far Antithrombin ist der Referenzbereich zwischen 80 und 120 % definiert. Von den 1.368
Patientinnen fand sich bei 1.266 (92,5 %) Patientinnen ein im Referenzbereich liegender
Antithrombin-Wert. Unterhalb des Referenzbereiches lagen die Werte von 70 (5,1 %) Patien-
tinnen, oberhalb der Werte von 32 (2,3 %) Patientinnen. Der Mittelwert + SD des Antithrom-
bins betrug 97,55 + 12,03 %. Der niedrigste Wert lag bei 29 % und der hdochste Wert bei 157
%.

Die Verteilung der pathologischen unter dem Referenzbereich liegenden Antithrombin-Werte

ist in Abbildung 7 angegeben.

70-79

60-69

50-59

40-49

0-39 F
0

Antithrombin Werte [%]

10 20 30 40 50

Anzahl der Patientinnen

Abbildung 7: Pathologische Antithrombin Werte unterhalb des Referenzbereiches
(n=1.368).

3.1.2.6 Faktor II- und Faktor V-Mutation

Sowohl die Faktor Il- als auch die Faktor V-Mutation kann in einem heterozygoten oder ho-
mozygoten Zustand vorliegen. Bei 68 (5,0 %) von 1.368 Patientinnen konnte eine heterozy-
gote Faktor lI-Mutation (F Il M het) nachgewiesen werden, bei einer (0,07 %) Patientin eine
homozygote Faktor II-Mutation (F Il M hom). Bei 153 (11,2 %) von 1.368 Patientinnen war
eine heterozygote Faktor V-Mutation (F V M het) zu finden und bei 3 (0,2 %) Patientinnen
eine homozygote Faktor V-Mutation (F V M hom).

Die Kombination der beiden Mutationen fand sich bei 8 (0,6 %) von 1.368 Patientinnen mit

jeweils einer heterozygoten Mutation.
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Abbildung 8: Faktor II- und Faktor V-Mutationsverteilung
F Il M het: heterozygote Faktor II-Mutation; F Il M hom: homozygote Faktor lI-Mutation; F V M het:
heterozygote Faktor V-Mutation; F V M hom: homozygote Faktor V-Mutation; (n=1.368).

3.1.2.7 Antiphospholipid-Antikérper Screening

Im Patientinnenkollektiv wiesen 176 (12,9 %) von 1.368 Patientinnen einen positiven Wert fir
eines der Screeningverfahren auf. 19 (1,4 %) der 1.368 Patientinnen hatten zwei positive
Screening-Werte und eine (0,07 %) von 1.368 Patientinnen hatte drei positive Werte. Keine

positiven Werte wiesen 1.302 (95,2 %) Patientinnen auf (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Antiphospholipid-Antikérper Screening
Spalte 1: Anzahl positiver Testverfahren; Spalte 2: Anzahl der Patientinnen; (n=1.368).

Anzahl positiver Testverfahren Anzahl der Patientinnen
0 1.172

1 176

2 19

3 1

Die meisten positiven Werte waren bei R,-GPI-Antikérpern IgG mit 106 (7,7 %) Patientinnen
zu finden. Beim LAC-Screen-Test zeigten 4 (0,3 %) Patientinnen einen positiven Wert und
32 (2,3 %) einen schwach positiven Wert. Bei der MixConLA-Testung hatten 32 (2,3 %) Pati-
entinnen einen positiven Wert. Fur Cardiolipin-Antikérper 1gG fanden sich 23 (1,7 %) positive
Werte und fur Cardiolipin-Antikdrper IgM 20 (1,5 %). Dies ist in Abbildung 9 in Form eines

Saulendiagramms dargestellt.
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Abbildung 9: Verteilung der Antiphospholipid-Antikorper

LAC Screen pos: LAC-Screen positive; LAC Screen spos: LAC-Screen schwach positive; MixConLA
positive; CL IgG: Cardiolipin-Antikérper IgG; CL IgM: Cardiolipin-Antikorper IgM; 32-GPI 1gG: R,-GPI-

Antikérper 1gG; (n=1.368).

3.1.28 Messwerte der Antiphospholipid-Antikorper

In der Abbildung 10 ist die Verteilung der Messwerte der fur Cardiolipin 1IgG/IgM- und R,-GPI-
Antikérper IgG fir das selektive Patientenkollektiv mit 1.368 Patientinnen angegeben. Die
Abszissenachse stellt die Antikérper Cardiolipin 1IgG und IgM und [3,-GPI dar. Die Ordinate

stellt die Konzentration jeweils bezogen auf die drei verschiedenen Antikdrper dar. Fur Car-

diolipin 1gG/IgM gilt als cut-off Wert 10 GPL/ml bzw. MPL/ml und fir 3,-GPI IgG 7 U/ml.
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Abbildung 10: Verteilung der Messwerte der Antiphospholipid-Antikorper

X-Achse: CL.IgG: Anti-Cardiolipin-Antikérper 1gG; CL.IgM: Anti-Cardiolipin-Antikérper IgM;
R2.GPl.IgG: Anti-B,-GPI-Antikdrper 1gG; Y-Achse: beschreibt die jeweilige Einheit des Antikérpers: fur
Cardiolipin-Antikérper 1IgG GPL/ml, fir Cardiolipin-Antikdrper IgM MPL/ml und fir B,-GPI-Antikérper
IgG U/ml; Grenzwert fir Anti-Cardiolipin-Antikérper 1gG betragt 10 GPL/ml, fir Anti-Cardiolipin-
Antikérper IgM 10 MPL/ml und fir R,-GPI-Antikdrper IgG 7 U/ml. Werte Gber 30 der jeweiligen Einheit

wurden auf 30 der jeweiligen Einheit winsorisiert (n=1.368).

3.2 Teil 2: Proben aus Zuweiserkollektiv

Proben, die zur Diagnostik in das AesculLabor geschickt wurden und mit einer Abortnotiz auf
dem Uberweisungsschein versehen waren, wurden, nachdem die angeforderte Diagnostik
durchgefihrt wurde, gesammelt. Es handelte sich um Citratplasma- oder Serumproben ge-
maf der Vorgabe des jeweiligen Testes, die bei -28 bis -35 °C Grad eingefroren wurden.

Insgesamt wurde uber den Zeitraum vom 31.03.2010 bis 31.03.2011 164 Proben asserviert.

Von diesen 164 Proben wurde versucht zusatzlich klinische Informationen Gber den behan-
delnden Gynékologen einzuholen. Klinische Daten Uber die genaue Anzahl der Aborte, der
jeweiligen Schwangerschaftswoche des Aborts und weiterer Komplikation wurden von 99
Proben mittels Fragebogen eingeholt (61,1 %). Die Komplikationen setzten sich aus HELLP-
Syndrom (hdmolysis, elevated liver enzyme levels, low platelet count), Gestose, Praklampsie

und Eklampsie zusammen.
Es konnten nicht von allen 164 Proben klinische Zusatzinformationen eingeholt werden, da
eine Patientin aus dem Ausland kam, drei Patientinnen waren unbekannt verzogen, vier Pra-

xen waren aufgeldst worden und 57 Gynakologen haben keine Teilnahme erwiinscht.
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2 Patientinnen wurden, nachdem klinische Informationen vorlagen, aus der Studie ausge-
schlossen, da kein Abort vorlag und die Angaben auf dem Uberweisungsschein ein Fehler
waren. Somit umfasst das endglltige Kollektiv 162 Patientinnen und folglich liegen bei 97

von den 162 Patientinnen klinische Informationen vor.

Es wurde von jeder Probe eine Bestimmung auf allen finf Testsystemen ermittelt. Jedoch
lag bei drei Proben nicht genliigend Citratplasma bzw. Serum vor, sodass eine Bestimmung
auf einem Gerat nicht mehr durchgefihrt werden konnte. Zweimal [Probe 146, 152] betraf
dies ImmunoCAP 250 (Phadia) fur alle Parameter und einmal [Probe 256] ACL AcuStar (IL)
fur Cardiolipin-Antikérper IgM.

3.2.1 Altersverteilung

Zum Zeitpunkt der Batchanalyse lag das Alter des Patientinnenkollektives von 162 Patientin-
nen bei einem Mittelwert + Standardabweichung von 33,8 + 5,3 Jahren. Die jlingste Patientin

war zum Zeitpunkt der Analyse 22,4 Jahre alt und die alteste 45,8 Jahre alt.

322 Abortanamnese

Die folgende Auswertung Uber die Abortverteilung bezieht sich auf die 162 Patientinnen im
Kollektiv. Die Auswertung Uber den Zeitpunkt bezieht sich auf 95 Patientinnen von denen
klinische Daten Uber den Zeitpunkt vorlagen. Die 162 Patientinnen erlitten insgesamt 357
Aborte. Pro Patientin liegen die Abortgeschehen zwischen einem und zehn Aborten. Der
Median liegt 2 Aborten. Der Mittelwert + Standardabweichung (SD) belduft sich auf 2,41 *
1,19 Aborte. Ein Abort liegt bei 33 Patientinnen vor, 2 Aborte bei 58 Patientinnen und habitu-
elle Aborte, also 3 oder mehr Aborte, liegen bei 71 Patientinnen vor. In Tabelle 6 und in Ab-
bildung 11 wird die Verteilung der Abortanzahl der Patientinnenanzahl zugeordnet und dar-

gestellt.

Tabelle 6: Abortverteilung
Die Tabelle zeigt die Anzahl der Patientinnen mit einem bis zu mehr als 4 Aborten und dessen Anteil

im Patientinnenkollektiv (n=162).

Abortanzahl Anzahl Patientinnen Anteil Patientinnen
1 33 20,4 %
2 58 35,8 %
3 57 35,2 %
4 8 5,0 %
>4 6 3,7 %

-50-




60 -

50 A

30 -

20 -

1

1 2 3 4 >4

Patientinnen Anzahl (n)

Abortanzahl (n)

Abbildung 11: Abortverteilung
Dargestellt ist die Abortverteilung im Patientinnenkollektiv (n=162).

Die Zeitangaben der Aborte lagen bei 95 Patientinnen vor. Die Abortzeitpunkte wurden in
< 6. Schwangerschaftswoche (SSW), 6. < X < 12. SSW und > 12. SSW. eingeteilt. In Abbil-
dung 12 ist die Verteilung ersichtlich. 41 Aborte haben < der 6. SSW, 138 Aborte nach der 6.
und < der 12. SSW und 22 Aborte haben nach der 12. SSW stattgefunden. Insgesamt waren
somit 179 von 201 (89,1 %) Aborten Friihaborte (< 12. SSW). Uber 156 Aborte lag keinerlei

Information zum Zeitpunkt des Geschehens vor.
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Abbildung 12: Abortzeitpunkte
Dargestellt ist der Abortzeitpunkt in Schwangerschaftswochen (SSW) im Zusammenhang mit der
Abortanzahl (n=201 Aborte).

-51 -



323 Klinische Daten

Neben den Abortinformationen konnten Informationen von den Probenzuweisern Uber Kom-
plikationen der Schwangerschaft eingeholt werden. Diese Komplikationen gliederten sich in
HELLP-Syndrom, Gestose, Eklampsie und sonstige. Unter den 97 Patientinnen befanden
sich 2 Patientinnen mit HELLP-Syndrom, 8 Patientinnen mit einer Gestose und eine Patientin
mit einer Eklampsie, wobei bei ihr gleichzeitig auch eine Gestose vorlag. Unter sonstige
Komplikationen wurde bei 7 Patientinnen ein missed abortion diagnostiziert, zweimal lag ein
intrauteriner Fruchttod, viermal eine Trisomie (Trisomie 22, 19, 16, 13), einmal eine
Robertson-Translokation der Mutter, zweimal Zwillinge, einmal ein Morbus Basedow, einmal
ein Uterus bicordis und arcuatus, zweimal eine Plazentainsuffizienz, einmal eine Cervixinsuf-
fizienz, einmal eine Totgeburt in der 42. SSW und einmal ein vorzeitiger Blasensprung in der
18. SSW. Zu einer der Plazentainsuffizienzen lag ein histologischer Befund vor, der multiple

Infarkte in der Plazenta beschreibt.

3.24 Thrombophilie

Ein vollstdndiges Thrombophilie-Screening, welches Protein C, Protein S, Antithrombin, Fak-
tor 1l- und Faktor V-Mutation umfasst, lag bei 94 von 162 (58,0 %) Patientinnen vor. Die ein-

zelnen Parameter der 162 Patientinnen waren wie folgt verteilt:

Protein C-Messungen lagen bei 122 von 162 (75,3 %) Patientinnen vor. Von diesen lagen 13
(10,7 %) Werte unterhalb des Referenzbereichs von 70 — 120 % und 10 (8,2 %) daruber. Der
Mittelwert £ Standardabweichung (SD) betrug 98,86 + 29,25 %.

Protein S wurde bei 128 von 162 (79,0 %) Patientinnen bestimmt. 6 (4,7 %) der Patientinnen
lagen unterhalb des Referenzbereichs von 70 bis 140 %. Keine der Patientinnen lag tber
dem Referenzbereich. Der Mittelwert £ SD befand sich bei 87,18 £ 19,40 %.

Antithrombin-Werte lagen bei 122 von 162 (75,3 %) Patientinnen vor. Der Referenzbereich
betragt 80 bis 120 %. Unterhalb des Referenzbereiches befanden sich 7 (5,7 %) Patientin-
nen und oberhalb 4 (3,3 %) Patientinnen. Der Mittelwert + SD betrug 97,78 + 12,23 %.

Faktor II-Mutation wurde bei 97 von 162 (59,9 %) Patientinnen bestimmt. Von diesen waren
92 Patientinnen negativ getestet wurden. Keine homozygote Mutation lag vor. Heterozygot
waren 5 (5,2 %) Patientinnen, wobei nur eine Kombination mit Faktor V-Mutation vorlag, die

ebenfalls heterozygot war.
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Faktor V-Mutation ist bei 107 von 162 (66,0 %) Patientinnen getestet wurden. Es lag keine
homozygote Mutation vor. 12 (11,2 %) Patientinnen waren heterozygot und 95 Patientinnen

negativ.

3.241 Weitere Parameter

MTHFR-Mutation wurde bei keiner von 162 (0,0 %) Patientin bestimmt.

Faktor VIII-Aktivitat lag bei 36 von 162 (22,2 %) Patientinnen vor, wovon eine Patientin (2,8
%) unterhalb des Referenzbereiches von 60 bis 150 % lag und eine (2,8 %) Patientin unter-
halb. Der Mittelwert + SD betrug 107,19 £ 26,13 %.

Faktor VIlI-Antigen-Werte wurden bei 74 von 162 (45,7 %) Patientinnen bestimmt. Davon
lagen 7 (9,5 %) Werte oberhalb des Referenzbereichs von 150 %. Der Mittelwert befand sich
bei 106,67 £ 33,78 %.

Quick-Werte lagen bei 145 von 162 (89,5 %) Patientinnen vor. Unterhalb des Referenzbe-
reichs von 70 bis 120 % lagen die Werte von 3 (2,1 %) Patientinnen und oberhalb von 13
(9,0 %) Patientinnen. Der Mittelwert + SD betrug 100,78 £19,58 %.

aPTT-Werte lagen bei 143 von 162 (88,3 %) Patientinnen vor. Der Referenzbereich betragt
24 bis 38 Sekunden. Unterhalb von diesem befanden sich die Werte von 4 (2,8 %) Patientin-
nen und oberhalb von 17 (11,9 %) Patientinnen. Der Mittelwert £+ SD lag bei 33,56 + 13,28

Sekunden.

Fibrinogen wurde bei 145 von 162 (89,5 %) Patientinnen bestimmt. Unterhalb des Referenz-
bereiches von 200 bis 450 mg/dl befanden sich die Werte von 6 (4,1 %) Patientinnen und
oberhalb von 9 (6,2 %) Patientinnen. Der Mittelwert + SD lag bei 324,56 + 80,88 mg/dI.

Der LAC-Screen-Test wurde bei 138 von 162 (85,2 %) Patientinnen durchgefiihrt. 12 (8,7 %)
von diesen waren schwach positiv, zwei (1,4 %) Patientinnen waren positiv und 134 waren

negativ.
MixConLA wurde bei 137 von 162 (84,6 %) Patientinnen gemessen. Zwei (1,5 %) Patientin-

nen wurden fraglich positiv, eine (0,7 %) Patientin wurde positiv und 134 Patientinnen wur-

den negativ getestet.
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3.2.5 Ergebnisse der Testsysteme

Die folgenden Boxplots (Box-Whisker-Plot) (Abbildung 13 bis Abbildung 16) spiegeln die
Ergebnisse der Messungen der finf Testsysteme fir den jeweiligen Antiphospholipid-
Antikérper wieder. Die Ermittlung des einheitlichen cut-off-Wertes wurde im Teil Material und
Methoden beschrieben. Die Mittellinie einer Box stellt die 50% Perzentile, der Boden die 25%
Perzentile und das Dach die 75% Perzentile dar. Die Antennen beschreiben den 1,5-fachen
Interquartilsabstand und die Kreise zeigen Ausreil3er der Messungen.

Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdérigen Firma vorgeschrieben. Graubereiche

bzw. schwach positive Bereiche wurden nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 13: Boxplot CL IgG
CL IgG (log): Cardiolipin-Antikérper IgG. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreifer (n=162).
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Abbildung 14: Boxplot CL IgM
CL IgM (log): Cardiolipin-Antikérper IgM. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreier (n=162).
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Abbildung 15: Boxplot b2GP IgG
b2GP 1gG (log): R,-GPI-Antikérper 1gG. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreier (n=162).
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Abbildung 16: Boxplot b2GP IgM
b2GP IgM (log): R,-GPI-Antikérper IgM. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreier (n=162).

Die exakten Daten der Anzahl der positiven Probenmessungen sind in folgender Tabelle 7
zu sehen. Aufgelistet sind jeweils die Anzahl der positiven Proben, die Prozentangabe und
die anonymisierte Probennummer (in eckigen Klammern) der positiven Proben fir jedes

Testsystem und jeden Antikorper.

Die Testergebnisse wurden zunachst in Form von Boxplots visualisiert (siehe Abbildung 13
bis Abbildung 16). Im ersten Blick sehen sich die Testergebnisse der einzelnen Testsysteme
sehr ahnlich. Um die Details besser zu betrachten wurden in Tabelle 7 die positiv gemesse-
nen Proben des jeweiligen Gerates des einzelnen Antikérpers in absoluter Anzahl und in
Prozentzahl dargelegt. Zusatzlich wurde in eckigen Klammern die jeweilige anonymisierte
Probennummer angegeben. Beim Betrachten der Prozentzahlen ahneln sich auch die Er-
gebnisse der Testsysteme. Analysiert man jedoch die einzelnen Probennummern ist nur
noch eine geringe Ubereinstimmung der Testsysteme festzustellen. Um diesen Verhalt bes-
ser darzulegen, wurde das Ubereinstimmungsmal Cohen’s Kappa ermittelt und dieses in
vier Tabellen (Tabelle 8 bis Tabelle 11) mit der Anzahl der Ubereinstimmenden positiven

Proben und der anonymisierten Probennummer dargestellit.
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Beim Vergleich der Testergebnisse in Tabelle 7 fallt eine Haufung von positiven Proben bei
dem Imtec-ELISA (Human Gesellschaft flir Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden,
Deutschland) mit 27 positiven Testergebnissen, aber vor allem bei dem Analysegerat ACL
AcuStar (Instrumentation Laboratory, Bedford, US-Bundesstaat Massachusetts, USA) mit 49
positiven Ergebnissen auf. Diese positiven Ergebnisse beim ACL AcuStar sind insbesondere
beim R,-GPI-Antikérper IgG mit 37 positiven Ergebnissen festzustellen. Dies wird im zugehd-
rigen Boxplot (Abbildung 15) sichtbar.
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Positive Testergebnisse

Tabelle 7

CL IgG: Cardiolipin-Antikdrper 1gG; CL IgM: Cardiolipin-Antikérper IgM; B,-GPI 1gG: 3,-GPI-Antikdrper

1gG; Ro-GPI IgM: R,-GPI-Antikérper IgM (n

162).
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Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdérigen Firma vorgeschrieben. Graubereiche

bzw. schwach positive Bereiche wurden als ,fraglich“ definiert.
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3.2.5.1

Ubereinstimmung der Ergebnisse

Um eine Ubereinstimmung der positiven und negativen Ergebnisse der einzelnen Testsys-

teme darzustellen, wurde Cohen’s Kappa berechnet. Der potentielle Wertebereich flir Kappa

ist [-1;+1.] Es gilt folgende Einteilung des Wertebereichs fiir die Ubereinstimmung:

0,8 <k<1
0,6 <k<0,8
0,4<k<0,6
0,2<k<0,4
0,2<k

sehr gut
gut
akzeptabel
gering
schlecht.

Die folgenden Tabellen (Tabelle 8 bis Tabelle 11) stellen die Kappa Werte dar. Zusatzlich

wurden die Probenanzahl (n) der Ubereinstimmenden positiven Proben und die zugehdrige

anonymisierte Probennummer (in eckigen Klammern) in den Tabellen mit aufgelistet.

Tabelle 8: Ubereinstimmung der Ergebnisse CL IgG
CL IgG: Cardiolipin-Antikoérper 1gG, k= Kappa (n=162).

Testsystem Zenit ra CL | Alegria CL | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
IgG IgG CL IgG CL I1gG 250 CL 1gG

Zenit ra CL |/ k=0,66 k=0,38 k=0,59 k=0,43

IgG (n=2) (n=2) (n=3) (n=2)

[127,270] [127,270] [127,152,270] | [127,270]

Alegria CL | k=0,66 / k=0,49 k=0,49 k=0,49

IgG (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
[127,270] [127,270] [127,270] [127,270]

ACL AcuStar | k=0,38 k=0,49 / k=0,31 k=0,48

CL IgG (n=2) (n=2) (n=2) (n=3)
[127,270] [127,270] [127,270] [127,252,270]

Imtec-ELISA | k=0,59 k=0,49 k=0,31 / k=0,34

CL IgG (n=3) (n=2) (n=2) (n=2)
[127,152,270] | [127,270] [127,270] [127,270]

ImmunoCAP | k=0,43 k=0,49 k=0,48 k=0,34 /

250 CL 1gG (n=2) (n=2) (n=3) (n=2)
[127,270] [127,270] [127,252,270] | [127,270]
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Tabelle 9: Ubereinstimmung der Ergebnisse CL IgM
CL IgM: Cardiolipin-Antikérper IgM, k= Kappa (n=162).

Testsystem Zenit ra CL | Alegria CL | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
IgM IgM CL IgM CL IgM 250 CL IgM
Zenit ra CL |/ k=0,39 k=0,49 k=0,16 k=-0,02
IgM (n=1)[113] | (n=2) (n=1) (n=0)
[112,113] [113]
Alegria  CL | k=0,39 / k=0,27 k=0,39 Kk=-0,02
IgM (n=1) (n=1) (n=2) (n=0)
[113] [113] [113,270]
ACL AcuStar | k=0,49 k=0,27 / k=0,14 k=-0,02
CL IgM (n=2) (n=) (n=1) (n=0)
[112,113] [113] [113]
Imtec-ELISA | k=0,16 k=0,39 k=0,14 / k=-0,03
CL IgM (n=1) (n=2) (n=1) (n=0)
[113] [113,270] [113]
ImmunoCAP | k=-0,02 k=-0,02 k=-0,02 k=-0,03 /
250 CL IgM (n=0) (n=0) (n=0) (n=0)
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Tabelle 10: Ubereinstimmung der Ergebnisse R2-GPI IgG
Ro-GPI IgM: B,-GPI-Antikorper IgM, k= Kappa (n=162).

Testsystem | Zenit ra R,- | Alegria R, | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
GPI 1gG GPI 1gG Ro-GPI IgG Ro-GPI IgG 250 R,-GPI
IgG
Zenit ra Ry |/ k=0,56 k=0,12 k=0,49 k=0,80
GPI 1gG (n=2) (n=3) (n=2) (n=2)
[127,270] [127,187, [127,270] [127,270]
270]
Alegria Ry~ | k=0,56 / k=0,16 k=0,43 k=0,66
GPI 1gG (n=2) (n=4) (n=2) (n=2)
[127,270] [113,127, [127,270] [127,270]
196,270]
ACL AcuS- | k=0,12 k=0,16 / k=0,09 k=0,08
tar  R,-GPI | (n=3) (n=4) (n=3) (n=2)
IgG [127,187,270] | [113,127, [104,127,270] | [127,270]
196,270]
Imtec-ELISA | k=0,49 k=0,42 k=0,09 / k=0,66
Ro-GPI IgG (n=2) (n=2) (n=3) (n=2)
[127,270] [127,270] [104,127, [127,270]
270]
ImmunoCAP | k=0,80 k=0,66 k=0,08 k=0,66 /
250 R,-GPI | (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
IgG [127,270] [127,270] [127,270] [127,270]
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Tabelle 11: Ubereinstimmung der Ergebnisse R2-GPI IgM
R,-GPI IgM: R,-GPI-Antikérper IgM, k= Kappa (n=162).

Testsystem Zenit ra B,- | Alegria R,- | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
GPI IgM GPI IgM Ro-GPI IgM Ro-GPI IgM 250 R,-GPI
IgM
Zenit ra Bo- |/ K=0,27 k=0,39 k=0,31 k=0,39
GPI IgM (n=1) (n=1) (n=2) (n=1)
[113] [113] [113,258] [113]
Alegria  R,- | k=0,27 / k=0,50 k=0,35 k=0,49
GPI IgM (n=1) (n=1) (n=2) (n=1)
[113] [113] [113,153] [113]
ACL AcuStar | k=0,39 k=0,50 / k=0,21 k=1,0
R.-GPI IgM (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
[113] [113] [113] [113]
Imtec-ELISA | k=0,31 k=0,35 k=0,21 / k=0,24
Ro-GPI IgM (n=2) (n=2) (n=1) (n=1)
[113,258] [113,153] [113] [113]
ImmunoCAP | k=0,39 k=0,50 k=1,0 k=0,24 /
250 R,-GPl | (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
IgM [113] [113] [113] [113]

Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdérigen Firma vorgeschrieben. Graubereiche

bzw. schwach positive Bereiche wurden nicht bertcksichtigt.

Fir 2 Patientinnenproben zeigten alle Analysesysteme positive Werte fur Cardiolipin-
Antikdrper 1gG und fir B,-GPI-Antikdrper 19G. Hierbei handelte es sich, um die gleichen zwei
Patientinnen [127,270]. Fur Cardiolipin-Antikdrper IgM konnte in keinem Fall ein Uberein-
stimmend positives Ergebnis in allen Verfahren ermittelt werden. Fir eine Patientin [113]

wiesen alle Testsysteme fir R,-GPI-Antikdrper IgM einen positiven Wert auf.

3.2.6 Zeitanalyse
3.2.61 Netto-Aufwand-Zeit

Die Zeit, die von einer medizinischen technischen Assistenz am Analysegerat verbracht wer-
den muss, wurde als Netto-Aufwand-Zeit definiert. Diese ist beim Imtec-ELISA (Human Ge-
sellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH) am hdchsten mit 44 Min. fur die Bestim-
mung von vier Parametern einer Probe. Folgend ist das Analysegerat Alegria (Orgentec Di-

agnostika GmbH) mit einer Aufwand-Zeit von 5 Min. Die Vollautomaten Zenit ra (A. Menarini
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Diagnostics), ImmunoCAP 250 (Phadia) und ACL AcuStar (IL) sind in ihrem handischen

Zeitaufwand vergleichbar mit 1 Min., 1 Min. und 2 Min.

3.2.6.2 Walk-away-Zeit

Die Walk-away-Zeit betragt fur die Analyse von 4 Parametern einer Probe beim Imtec-ELISA
(Human Gesellschaft flr Biochemica und Diagnostica mbH) 100 Min., beim Alegria (Orgen-
tec Diagnostika GmbH) 72 Min., beim Zenit ra (A. Menarini Diagnostics) 27 Min., beim Im-
munoCAP 250 (Phadia) 94 Min. und beim ACL AcuStar (IL) 33 Min.

3.3 Teil 3: Verumgruppe

Es wurden 43 Blutproben von Patienten mit klinisch gesichertem systemischen Lupus eryth-
ematodes gesammelt. Mittels der 5 verschiedenen Testsysteme wurden alle 4 Antiphos-
pholipid-Antikdrper bestimmt. Tabelle 12 spiegelt die positiven Testergebnisse fir den jewei-

ligen Antikorper fiir das einzelne Testsystem wieder.

Es wurde versucht von jeder Probe eine Bestimmung auf allen flinf Testverfahren zu ermit-
teln. Jedoch lag bei einer Probe [326] nicht ausreichend Serum vor, sodass auf dem Zenit ra
(A. Menarini) Cardiolipin-Antikdrper 1gG, auf dem ACL AcuStar (IL) und auf dem Immuno-
CAP 250 (Phadia) alle Antikérper nicht bestimmt werden konnten.

3.3.1 Ergebnisse der Testsysteme

Die folgenden Boxplots (Box-Whisker-Plot); (Abbildung 17 bis 20) geben die Ergebnisse der
Messungen der fiinf Testsysteme fir den jeweiligen Antikérper fiir die Verumgruppe wieder.
Methodisch wurde wie bei dem Abortkollektiv vorgegangen. Die cut-offWerte wurden jeweils
von der zugehdrigen Firma vorgeschrieben. Graubereiche bzw. schwach positive Bereiche

wurden nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 17: Boxplot CL IgG
CL IgG (log): Cardiolipin-Antikérper IgG. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreiller (n=43).
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Abbildung 18: Boxplot CL IgM
CL IgM (log): Cardiolipin-Antikérper IgM. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreiller (n=43).
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Abbildung 19: Boxplot b2GP IgG
b2GP 1gG (log): R,-GPI-Antikérper 1gG. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreier (n=43).
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Abbildung 20: Boxplot b2GP IgM
b2GP IgM (log): R,-GPI-Antikérper IgM. Die Ergebnisse wurden mit der Funktion log (Ausgangs-
wert/cut-off+1) versehen. Die gestrichelte Linie stellt den cut-off-Wert zwischen positiven und negati-

ven Werten dar. Die Kreise demonstrieren Ausreiller (n=43).
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Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdrigen Firma vorgegeben. Graubereiche bzw.

schwach positive Bereiche wurden nicht bertcksichtigt.

Tabelle 12: Positive Testergebnisse

CL IgG: Cardiolipin-Antikdrper 1gG; CL IgM: Cardiolipin-Antikérper IgM; B,-GPI 1gG: 3,-GPI-Antikdrper

1gG; Ro-GPI IgM: R,-GPI-Antikérper IgM (n

=43).
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Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdrigen Firma vorgegeben. Graubereiche bzw.

schwach positive Bereiche wurden als ,fraglich® definiert.
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3.3.11

Ubereinstimmung der Ergebnisse

Ebenfalls fiir die Verumgruppe wurde die Ubereinstimmung der positiven und negativen Er-

gebnisse mittels Cohen’s Kappa ermittelt. Die folgenden Tabellen (Tabelle 13 bis 16) stellen

die Kappa-Werte dar. Zusatzlich wurden die Probenanzahl (n) der Ubereinstimmenden posi-

tiven Proben und die zugehérige Probennummer (in eckigen Klammern) in den Tabellen mit

aufgelistet

Tabelle 13: Ubereinstimmung der Ergebnisse CL IgG

CL IgG: Cardiolipin-Antikoérper 19G, k= Kappa (n=43).

Zenit ra CL | Alegria CL | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
IgG IgG CL IgG CL I1gG 250 CL 1gG
Zenit ra CL |/ k=0,32 k=0,63 K=0,26 k=0,55
IgG (n=2) (n=3) (n=1) (n=4)
[304,327] [303,318,327] | [302] [303,318,327,
343]
Alegria  CL | k=0,32 / k=0,22 k=-0,04 k=0,28
IgG (n=2) (n=1) (n=0) (n=2)
[304,327] [327] [327,340]
ACL AcuStar | k=0,63 k=0,22 / k=-0,04 k=0,56
CL IgG (n=3) (n=1) (n=0) (n=3)
[303,318,327] | [327] [303,318,327]
Imtec-ELISA | k=0,26 k=-0,04 k=-0,04 / k=-0,04
CL IgG (n=1) (n=0) (n=0) (n=0)
[302]
ImmunoCAP | k=0,55 k=0,28 k=0,56 Kk=-0,04 /
250 CL 1gG (n=4) (n=2) (n=3) (n=0)
[303,318,327, | [327,340] [303,318,327]

343]
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Tabelle 14: Ubereinstimmung der Ergebnisse CL IgM

CL IgM: Cardiolipin-Antikérper IgM, k= Kappa (n=43).

Testsystem Zenit ra CL | Alegria CL | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
IgM IgM CL IgM CL IgM 250 CL IgM
Zenit ra CL |/ K=0,77 k=0,69 k=0,35 k=0,69
IgM (n=4) (n=4) (n=5) (n=4)
[302,304, [302,304, [302,304,305, | [302,304,
330,337] 330,337] 330,337] 330,337]
Alegria  CL | k=0,77 / k=0,88 k=0,32 k=0,88
IgM (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
[302,304, [302,304, [302,304,330, | [302,304,
330,337] 330,337] 337] 330,337]
ACL AcuStar | k=0,69 k=0,88 / k=0,27 k=1,0
CL IgM (n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
[302,304, [302,304, [302,304,330, | [302,304,
330,337] 330,337] 337] 330,337,338]
Imtec-ELISA | k=0,35 k=0,32 k=0,27 / k=0,27
CL IgM (n=5) (n=4) (n=4) (n=4)
[302,304, [302,304, [302,304, [302,304,
305,330,337] | 330,337] 330,337] 330,337]
ImmunoCAP | k=0,69 k=0,88 k=1,0 k=0,27 /
250 CL IgM (n=4) (n=4) (n=5) (n=4)
[302,304, [302,304, [302,304, [302,304,330,
330,337] 330,337] 330,337,338] | 337]
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Tabelle 15: Ubereinstimmung der Ergebnisse R2-GPI IgG
R,-GPI IgG: B,-GPI-Antikorper 1gG, k= Kappa (n=43).

Testsystem Zenit ra B,- | Alegria R,- | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
GPI 1gG GPI 1gG Ro-GPI IgG Ro-GPI IgG 250 R,-GPI
IgG
Zenit ra By |/ k=0,44 k=0,42 k=0,32 k=0,23
GPI 1gG (n=4) (n=7) (n=3) (n=2)
[303,304, [303,304, [303,327,340] | [327,340]
327,340] 306,318,327,
340,343]
Alegria  R,- | k=0,44 / k=0,48 k=0,44 k=0,55
GPI 1gG (n=4) (n=8) (n=4) (n=4)
[303,304, [303,304, [303,325,327, | [325,327,
327,340] 325,327,328, | 340] 328,340]
330,337,340]
ACL AcuStar | k=0,42 k=0,48 / k=0,21 k=0,20
R,-GPI IgG (n=7) (n=8) (n=5) (n=4)
[303,304, [303,304, [303,305,325, | [325,327,
306,318,327, | 325,327, 327,340] 328,340]
340,343] 328,330,
337,340]
Imtec-ELISA | k=0,32 k=0,44 k=0,21 / k=0,42
R,-GPI IgG (n=3) (n=4) (n=5) (n=3)
[303,327, [303,325, [303,305, [325,327,
340] 327,340] 325,327,340] 340]
ImmunoCAP | k=0,23 k=0,55 k=0,20 k=0,42 /
250 R,-GPIl | (n=2) (n=4) (n=4) (n=3)
IgG [327,340] [325,327, [325,327, [325,327,340]
328,340] 328,340]
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Tabelle 16: Ubereinstimmung der Ergebnisse R2-GPI IgM
R,-GPI IgM: R,-GPI-Antikdrper IgM, k= Kappa (n=43).

Testsystem Zenit ra B,- | Alegria R,- | ACL AcuStar | Imtec-ELISA ImmunoCAP
GPI IgM GPI IgM Ro-GPI IgM Ro-GPI IgM 250 R,-GPI
IgM
Zenit ra By |/ k=0,62 k=0,72 k=0,55 k=0,72
GPI IgM (n=4) (n=3) (n=3) (n=3)
[304,305, [304,330, [304,330,337] | [304,330,
330,337] 337] 337]
Alegria  R,- | k=0,62 / k=0,62 k=0,66 K=0,62
GPI IgM (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
[304,305, [302,304, [302,304,330, | [302,304,
330,337] 330,337] 337] 330,337]
ACL AcuStar | k=0,72 k=0,62 / k=0,77 k=1,0
R.-GPI IgM (n=3) (n=4) (n=4) (n=4)
[304,330, [302,304, [302,304,330, | [302,304,
337] 330,337] 337] 330,337]
Imtec-ELISA | k=0,55 k=0,66 k=0,77 / k=0,77
Ro-GPI IgM (n=3) (n=5) (n=4) (n=4)
[304,330, [302,304, [302,304, [302,304,
337] 321,330,33 | 330,337] 330,337]
7]
ImmunoCAP | k=0,72 k=0,62 k=1,0 k=0,77 /
250 R,-GPIl | (n=3) (n=4) (n=4) (n=4)
IgM [304,330, [302,304, [302,304, [302,304,330,
337] 330,337] 330,337] 337]

Die cut-off-Werte wurden jeweils von der zugehdrigen Firma vorgegeben. Graubereiche bzw.

schwach positive Bereiche wurden nicht bertcksichtigt.

Fir keine Patientinnenprobe zeigten alle Analysemethoden positive Werte flr Cardiolipin-

Antikérper 1gG. Fur Cardiolipin-Antikérper IgM wiesen alle Methoden fiur vier Proben [302,

304, 330, 337] einen positiven Wert auf. Flr B,-GPI-Antikérper IgG waren es zwei Proben
[327, 340] und fir B,-GPI-Antikérper IgM drei Proben [304, 330,337].

Das Kollektiv weist weniger positive Proben auf als erwartet, da die Patienten und Patientin-

nen mit einem systemischen Lupus erythematodes unter Therapie stehen.
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Auf Zenit ra (A. Menarini Diagnostics, Florenz, Italien) fanden sich bei 13, 5 % (n=171) posi-
tive Testungen, bei Alegria (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Deutschland) bei 14,0 %
(n=172), bei ACL AcuStar (Instrumentation Laboratory, Bedford, US-Bundesstaat Massachu-
setts, USA) bei 17,9 % (n=168), bei Imtec-ELISA (Human GmbH, Wiesbaden, Deutschland/
Human Gesellschaft fir Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden, Deutschland) bei
16,9 % (n=172) und bei ImmunoCAP 250 (Phadia, Uppsala, Schweden) bei 12,5 % (n=168)

(bei diesen Angaben wurden alle nicht negativen Ergebnisse als positiv gewertet).

In den Ergebnissen der Verumgruppe spiegeln sich die Ergebnisse des Abortkollektives wie-
der. Es zeigt sich auch in diesem Kollektiv, dass es zunachst es eine mittlere bis gute Uber-
einstimmung zu geben scheint. Verfolgt man diese Ergebnisse bis ins Detail, indem man die
positiven Proben, die von zwei Testsystemen einheitlich erkannt wurden, herausarbeitet und
als UbereinstimmungsmaR Cohen’s Kappa berechnet, zeigt sich eine schlechte bis sehr gute
Ubereinstimmung. Die Kappa-Werte lagen zwischen -0,04 (Vergleich Cardiolipin-Antikérper
IgG zwischen Imtec (Human Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH) und ACL
AcuStar (IL) als auch Imtec (Human Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH) und
Alegria (Orgentec GmbH)) und 1,0 (Vergleich Cardiolipin-Antikérper IgM und R,-GPI-
Antikérper IgM zwischen ImmunoCAP 250 (Phadia) und ACL AcuStar (IL)). Somit Iasst sich
auch fir die Verumgruppe feststellen, dass die Versuchsmethoden noch nicht genigend
standardisiert sind, um flir Patienten und Patientinnen eine sichere Diagnostik zu gewahrleis-

ten.
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3.3.2

Gerateuberblick

Tabelle 17: Gerateliberblick

Die Tabelle zeigt fir jedes einzelne Bewertungskriterium den Punktescore, der von 0-2 reicht und von

zwei erfahrenen Mitarbeiterinnen ermittelt wurde. Der Score bezieht sich auf den Vergleich der Gera-

te. 0: weniger zufrieden stellend; 1: zufrieden stellend; 2: sehr zufrieden stellend.

*Die Handhabung umfasst die Ubersichtlichkeit des Gerétes, die Software, die Ein- und Ausschaltvor-

gange, die Ergebnisausgabe, die Wartung und die Kalibrierung.

Zenitra Alegria Imtec-ELISA | ACL A- ImmunoCAP
cuStar 250

Gesamtzeit fur 2 (28 min) 1 (77 min) 0 (144 min) | 1 (35 min) 1 (95min)
die Bestimmung
einer Probe mit 4
Parametern
Nettozeit 2 (1 min) 1 (5 min) 0 (44 min) 1 (2 min) 2 (1 min)
Walk-away-Zeit | 2 (27 min) 1 (72 min) 0 (100 min) | 1 (33 min) 1 (94 min)
Anzahl der 1 (64 Pro- 0 (7,5 Pro- 2 (80 Pro- 1 (30 Pro- 1 (50 Pro-
gleichzeitig zu ben) ben) ben ben) ben)
bestimmenden
Probenstellplatze
fur die Analyse
von je 4 Parame-
tern
Handhabung * 2 1 0 2 2
Grad der manu- 1 0
ellen Tatigkeit
Raumbedarf 0 1 1
Summe 11 6 4 9 9
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4. Diskussion

4.1 Teil 1: Retrospektive Datenanalyse

411 Thrombosen und Thrombophilie

Eine Thrombose stellt eine Erkrankung dar, bei der sich ein Blutgerinnsel in einem Gefaly
bildet (Aird 2007). Dies kann sowohl im vendsen als auch im arteriellen GeféaRsystem ge-
schehen. Die Virchow Trias, die Veranderungen der Blutzusammensetzung, des Blutstroms
und der GefalRwand beschreibt, gilt als Hauptursache der Entstehung (Lane und Grant
2000). Die charakteristischen Symptome einer Thrombose sind Schmerzen, Erythem, Uber-
warmung und Schwellung (Blann und Lip 2006). Haufige Symptome der mdglichen konseku-
tiven Lungenembolie sind Dyspnoe, Tachypnoe, Pleuraschmerzen, Husten, Tachykardie und
Blut im Sputum (Stein et al. 1991).

Bei haufiger auftretenden Thrombosen oder Thrombosen an ungewoéhnlichen Stellen, sowie
bei Thrombosen in der Schwangerschaft, bei familidrer Vorgeschichte von Thrombosen und
dem Vorliegen von einem oder mehren Kriterien der Sapporo-Kriterien sollte an eine Throm-

bophilie gedacht werden und diese durch ein Screening abgeklart werden (Stegnar 2010).

4111 Thrombophiliediagnostik

Die Thrombophiliediagnostik hat einen wichtigen Stellenwert in der Hamostaseologie. Die
Kombination der plasmatischen Faktoren Protein C, Protein S und Antithrombin, den moleku-
largenetischen Markern Faktor V-Mutation, MTHFR-Mutation und Faktor II-Genmutation und
den Faktoren Lupus-Antikoagulans und Cardiolipin-Antikérper 1gG/IgM ist weitgehend aner-
kannt fir ein Thrombophiliescreening (Bates et al. 2004). Lisman et al. pladieren R,-GPI-
Antikérper und einen Fibrinoloyse-Test mit in das Screening aufzunehmen, da diese Fakto-

ren ebenfalls mit einer Neigung zu Thrombosen assoziiert sind (Lisman et al. 2005).

41.1.2 Protein C

Das aktivierte Protein C ist einer der Inhibitoren des Gerinnungssystems und damit ein wich-
tiger Parameter flir das Thrombophilie-Screening. Es gibt keinerlei Leitbefunde, durch die
sich ein Protein C-Mangel darstellt. Lediglich die Anamnese einer auffalligen, eventuell fami-
lidren Thromboseneigung kann ein Hinweis darauf sein (Seligsohn und Lubetsky 2001,
Marlar 2001). Der Protein C-Referenzbereich liegt zwischen 70-140 %. Bei reifen Neugebo-
renen ist Protein C physiologisch vermindert. Erst ab dem 90. Lebenstag ist eine Normalisie-
rung zu erwarten (Nowak-Goéttl et al. 2003). Unter Einnahme von Ovulationshemmern ist je
nach Ostrogengehalt der Protein C-Spiegel erhdht und auch wahrend einer Schwangerschaft

steigt er an (Said et al. 2010). Ebenfalls im Laufe des Alters steigt Protein C physiologisch im
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Blut leicht an. Desweitern ist der Protein C-Spiegel bei einem Vorliegen des nephrotischen
Syndroms, einer ischdmischen Herzerkrankung und des Diabetes mellitus erhéht (Miletich
1990).

Neben einer Erhdhung des Protein C-Spiegels kann auch eine Erniedrigung vorliegen, deren
Ursachen betrachtet werden muissen. Durch Synthesestérung, die durch eine Lebererkran-
kung, einen Vitamin K-Mangel, chronisch entzindliche Darmerkrankungen oder eine Aspa-
raginasetherapie hervorgerufen werden kann, ist der Protein C-Wert im Blut erniedrigt
(Castellino und Ploplis 2009). Das Protein C kann durch Umsatzstérungen ebenfalls ernied-
rigt werden. Unter diese Umsatzstérungen zahlt man eine Verbrauchskoagulopathie, Ent-
ziindungen, Sepsis, systemische Hyperfibrinolysen, Dilutions- sowie Verlustkoagulopathien
bei massiven Blutungen, Verbrennungen und Polytraumen. Einen Inhibitoreffekt 16st das
Lupus-Antikoagulans gegen Protein C-Phospholipidkomplexe im Plasma aus, wodurch ein
erniedrigter Protein C-Wert vorliegt. Hierbei ist das Thromboserisiko nochmals erhéht
(Castellino und Ploplis 2009). In der Bevdlkerung tritt ein Protein C-Mangel zu 0,2 bis 0,8 %
auf (Tait et al. 1994, Koster et al. 1995). In unserer Studie wiesen 7,68 % der Patientinnen
einen pathologischen Protein C-Wert auf. Dieses Ergebnis, sowie die im Folgenden be-
schriebenen Ergebnisse fur Protein S und Antithrombin, kénnen vielseitig beeinflusst worden
sein. Die in unserer Studie zur retrospektiven Analyse verwendeten Daten stammen aus
Einsenderproben aus ganz Deutschland. Auf Grund dessen muss man die Transportdauer
bis in das AesculLabor und magliche Temperaturschwankungen, z.B. durch Lagerung, in der
Praanalytik als Ursache fir mégliche Ergebnisabweichungen betrachten. Heijboer et al. ver-
wanden in ihrer Studie frisches Blutplasma, welches sie mindestens zwei Messdurchlaufen
unterzogen. Sie lieRen Proben nur als positiv gelten, wenn diese in zwei Messungen patho-
logische Werte aufwiesen. In unserer Studie haben wir die Werte der Patientinnen genutzt,
die der niedergelassene behandelnde Arzt erhalten hat, um eine Diagnose zu stellen. Mog-
licherweise sind die Ergebnisse von Heijboer et al. exakter, wir spiegeln jedoch den Alltag
wieder. Ebenfalls Koster et al. verwendeten frisches Blutplasma. In der Studie von Heijboer
et al. wurden zusatzlich Faktor Il und Faktor X bestimmt, die im Normalbereich liegen muss-
ten, womit sie einen Vitamin K-Mangel und eine Lebererkrankung ausschlossen. Koster et al.
bestimmten Faktor Il und die Prothrombin-Zeit, um einen Vitamin K-Mangel auszuschlief3en.
In unserer Studie sind wir auf diesen Aspekt nicht eingegangen. Dies stellt womdglich eine

weitere Ursache fur Ergebnisabweichungen dar.

Bei ambulanten Patienten/Patientinnen mit einer bereits stattgehabten venésen Thrombose
fanden Studien einen Protein C-Mangel im Kollektiv bei 2,7 bis 4,6 % (Koster et al. 1995,
Heijboer et al. 1990). Diese Studien zeigen im Vergleich zu unseren Untersuchungen, dass

unser Patientinnenkollektiv mit hoher Wahrscheinlichkeit unter einem erhohten Thromboseri-
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siko stand. Eine weitere Studie untersuchte junge Patienten/Patientinnen unter 45 Jahren mit
einer vendsen Thrombose und fand einen Protein C-Mangel bei 4 % der Patien-
ten/Patientinnen (Gladson et al. 1988). In unserem Kollektiv tritt verglichen mit den anderen
Studien die héchste Pravalenz auf. Dies liegt mdglicherweise daran, dass die Patientenkol-
lektive unterschiedlich zusammengesetzt sind. Unsere Studie befasste sich nur mit weibli-
chen Patienten, die retrospektiv ein vollstdndiges Thrombophilie-Screening (siehe Material
und Methoden) vorliegen hatten. Damit haben wir eine Selektion vorgenommen, die auf ei-
nen Verdacht auf Thrombophilie, stattgehabte Thrombosen und eine positive Eigen-/ Famili-
enanamnese schlieen Iasst. Das Patientenkollektiv von Koster et al. setzte sich aus Patien-
ten und Patientinnen zusammen, die in drei verschiedene Gerinnungszentren in den Nieder-
landen zur Behandlung oder zum Einstellen einer Antikoagulationstherapie nach einer ersten
tiefen Venenthrombose kamen. Patienten/Patientinnen mit einer malignen Erkrankung wur-
den aus der Studie ausgeschlossen. Heijboer et al. rekrutierten ihre Patienten von niederge-
lassenen Allgemeinmedizinern aus der Umgebung von Amsterdam. Diese sollten ihre Pati-
enten bei einem Verdacht auf eine akute tiefe Beinvenenthrombose zur Thromboseeinheit
des akademischen medizinischen Zentrums in Amsterdam senden. Hier wurde neben einer
Anamnese und einer kdérperlichen Untersuchung eine Plethysmographie durchgefiihrt. Bei
einer auffalligen Plethysmographie wurde weiterhin eine Venographie mit Kontrastmittel
durchgefihrt, um die Thrombose zu bestatigen. Eine weitere Ursache fir unsere hohe Pra-
valenz beruht darauf, dass unser Patientinnenkollektiv (n=1.368) um vieles gréRer ist als der
der anderen Studien (Gladson et al. n=141; Heijboer et al. n=277; Koster et al. n=474). Des-
weitern konnten wir keine Ausschlisse auf Grund von Einflussfaktoren treffen. In der Studie
von Heijboer et al. liegt der Altersbereich von 17 bis 91 Jahren, in der Studie von Gladson et
al. liegt das Alter unter 45 Jahren, in der Studie von Koster et al. unter 70 Jahren und in un-
serer Studie zwischen 18 und 78 Jahren (Heijboer et al. 1990, Koster et al. 1995, Gladson et
al. 1988).

Wahrend einer Vitamin K-Antagonisten-Therapie ist es schwierig einen kongenitalen Protein
C-Mangel zu diagnostizieren. Wenn wahrend der Therapie eine dringende Indikation besteht,
kann man versuchen den kongenitalen Protein C-Mangel tGiber Bezugsgrofien beispielsweise
der immunologisch bestimmten Thromboplastin-Konzentration zu diagnostizieren, was sich
als problematisch erweist. Um eine sichere Diagnose zu stellen, ist zu empfehlen, die Vita-
min K-Antagonisten-Therapie abzusetzen und erst 6-8 Wochen danach die Diagnostik
durchzufuhren. Dies schrankt die Diagnosestellung sehr ein, da viele Patienten mit einer
Thromboseneigung, die eventuell zuvor kein Thrombophilie-Screening bekommen haben, 6-

8 Wochen warten missen (Pabinger et al. 1990).
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Um das Thromboserisiko des Patientinnenkollektives in Bezug auf einen Protein C-Mangel
(oder auch Protein S- oder Antithrombin-Mangel) beurteilen zu kénnen, misste man die Pa-
tientinnen ausschlielRen, die einen Protein C-Mangel auf Grund einer der oben beschriebe-
nen Ursachen hatten, z. B. einer Leberzirrhose. Nach diesem Prinzip ist Heijboer et al. vor-
gegangen und fand heraus, dass ein Mangel von Protein C bzw. Protein S oder Antithrombin
bei ambulanten Patienten mit akuter tiefer Venenthrombose zu 8,3 % (95 Cl, 5,4 - 12,4) fur
die Thrombose verantwortlich gemacht werden konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
2,2 % (Heijboer et al. 1990). In unserer Studie konnten wir diese beschriebenen Ursachen
nicht ausschlieen, da wir auf Grund des Zuweiserkollektives keine ausreichende Anamnese

der Patientinnen vorliegen hatten.

4.1.1.2.1 Interpretation der Befunde

Ein Befund mit einer Protein C-Konzentration zwischen 20-70 % bedeutet noch nicht
zwangslaufig ein erhdéhtes Thromboserisiko. Denn Miletich et al. hatten in ihrer Studie 1 %
asymptomatische Probanden mit Protein C-Spiegeln in diesem Bereich. Dennoch sollte von
einem erhdhten Risiko fur Thromboembolien ausgegangen werden und bis zur definitiven
Bestatigung dieser Verdachtsdiagnose sollten wiederholte Untersuchungen durchgefihrt
werden. Dabei sollten genetische Risikofaktoren ausgeschlossen werden und die oben ge-
nannten Ursachen eines erworbenen Protein C-Mangels berucksichtigt werden (Miletich
1990).

Bei Konzentrationen unter 5 % liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein homozygoter Protein C-
Mangel vor, der bereits in den ersten Lebenstagen massive Thromboembolien verursacht
(Miletich 1990).

41.1.3 Protein S

Als Cofaktor des Protein C ist Protein S ebenfalls ein sehr wichtiger Parameter flur die Diag-
nostik einer erhéhten Thromboembolieneigung. Ein Protein S-Mangel aufert sich durch kei-
nerlei Leitbefunde und kann nur durch eine auffallige Anamnese vermutet werden. Die Diag-
nose eines Protein S-Mangels wird zuséatzlich durch eine schwierige Bestimmung, aufwandi-
ge genetische Untersuchungen und erhebliche Schwankungen des Protein S-Spiegels im
Blut erschwert (Seligsohn und Lubetsky 2001).

Der Referenzbereich fiir Protein S liegt zwischen 55 und 130 %. Bei reifen Neugeborenen ist
der Protein S-Wert physiologisch vermindert, das freie Protein S jedoch hoch, da das Bin-
dungsprotein, C4b-BP, ebenfalls vermindert ist. Im Laufe der ersten drei Lebensmonate na-
hern sich die Werte den Erwachsenenwerten an (Pichler und Pichler 2008). Unter der Ein-

nahme von Ovulationshemmern fallt das gesamte Protein S ab. Das freie Protein S bleibt
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gleich, da auch das Bindeprotein vermindert ist (Kluft 2007). Wahrend einer Schwanger-
schaft fallt der Protein S-Spiegel des freien und des gesamten Protein S-Wertes kontinuier-

lich bis auf die Halfte des Ausgangswertes vor der Schwangerschaft ab (Said et al. 2010).

Protein S kann wie Protein C durch die gleichen Ursachen, angeboren oder erworben, durch
eine Synthesestorung, Umsatzstérung oder einen Inhibitor, erniedrigt vorliegen. Dies muss
bei der Betrachtung des Referenzbereiches bedacht werden. Die Pravalenz der Bevdlkerung
eines Protein S-Mangels betragt unter 0,1 % (Koster et al. 1993). In unserem Patientinnen-
kollektiv ist mit einer Haufigkeit von 8 % ein pathologischer Protein S-Wert aufgetreten. Dies
zeigt eine Erhdhung der Thrombosegefahr im Kollektiv. Jedoch liegen uns keinerlei Zusatz-
daten zu den Patientinnen vor, so dass wir nur den Wert an sich betrachten kénnen und die
beschriebenen Einflussfaktoren nicht mit in die Risikoanalyse einer Thromboseneigung ein-
beziehen kdnnen. Ergénzend fanden Koster et al. bei Patienten mit einer Anamnese einer
vendsen Thrombose einen Protein S-Mangel bei 2,2 % ihres Kollektives (Koster et al. 1993).
Eine weitere Studie untersuchte junge Patienten/Patientinnen unter 45 Jahren mit einer ve-
ndésen Thrombose und fand einen Protein S-Mangel zu 5 % (Gladson et al. 1988). Auch hier,
im Vergleich mit dem Protein C-Mangel, weist unsere Studie eine hdhere Pravalenz auf. Dies

kann an den bei Protein C-Mangel beschriebenen Moglichkeiten liegen.

4.1.1.3.1 Interpretation der Befunde

Konzentrationen im Bereich zwischen 20 und 70 % kénnen auf eine erhéhte Thrombosenei-
gung hinweisen. Bei einem heterozygoten Protein S-Mangel muss ein erniedrigter Protein S-
Wert jedoch nicht mit einer erh6hten Thromboseneigung einhergehen. Bei erniedrigten Wer-
ten und einer Anamnese, die darauf hinweist, sollten weitere Teste zur Bestatigung und eine
Diagnostik zum Ausschluss anderer, vor allem genetischer Risikofaktoren durchgefiihrt wer-
den (Lane et al. 1996). Bei Konzentrationen unter 5 % liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
homozygoter Protein S-Mangel vor, der bereits in den ersten Lebenstagen zu massiven
Thromboembolien flhrt (Michiels und Hamulyak 1998).

41.1.4 Antithrombin

Antithrombin wird als der wichtigste Inhibitor der Blutgerinnung angesehen. Bereits subnor-
male Konzentrationen von 40-70 % koénnen ein erhdhtes Thromboembolierisiko hervorrufen
(Abildgaard 2007).

Die Antithrombin-Konzentrationen wirken sich ohne die Anwesenheit von Heparin nicht auf
die Gerinnungsteste aus. Sobald Heparin gegenwartig ist, wird Antithrombin sofort wirksam.
Dies spiegelt sich in den Gerinnungszeiten der Teste fir die aPTT und der Thrombinzeit

wieder, die eine gute Korrelation mit der Heparin-Konzentration zeigen. Nach Beginn einer
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Heparintherapie fallt in den ersten Tagen das Antithrombin vorriibergehend um ca. 25 % des
vorherigen Wertes ab. Bei einer Vitamin K-Antagonisten-Therapie steigt der Antithrombin-
Wert an (Abildgaard 2007).

Der Referenzbereich des Antithrombins liegt zwischen 80 und 120 %. Er ist physiologisch bei
reifen Neugeborenen erniedrigt und normalisiert sich ab dem 90. Lebenstag (Nowak-Gottl et
al. 2003). Ebenfalls liegt eine Erniedrigung bei einer Einnahme von Ovulationshemmern und
einer Hormonersatztherapie in der Menopause vor. Die Erniedrigung betragt hierbei um ca.
10 % niedriger als der Ausgangs-Antithrombin-Wert (Kluft 2007). In der Schwangerschaft
liegt der Antithrombin-Wert im unteren Normbereich (Morikawa et al. 2010). Im Alter liegt

keine Veranderung des Antithrombins vor (Hager und Platt 1990).

Wie bei Protein S und Protein C kdnnen die gleichen Ursachen flr eine erniedrigte Anti-
thrombin-Aktivitat vorliegen. Bei Antithrombin liegen ergdnzend zusatzlich erniedrigte Werte
beim Initialstadium der Heparin-Therapie und bei systemischer fibrinolytischer Therapie mit
Streptokinase vor (Wong und White 2007). Uber die Ursachen und EinflussgroRen unter de-
nen unsere Patientinnen moglicherweise standen, kénnen wir keine Aussage treffen. Es
I&sst sich feststellen, dass in unserem Kollektiv ein erhéhter Antithrombin-Mangel mit 5,1 %
im Vergleich zur durchschnittlichen Bevdlkerung mit 0,02 bis 0,05 % auftrat (Tait et al. 1994).
In zwei Studien die ambulante Patienten mit einer Anamnese einer vendésen Thrombose un-
tersuchten, trat ein Antithrombin-Mangel zu 1 % auf (Koster et al. 1995, Heijboer et al. 1990).
Diese Studien untermauern unsere Vermutung, dass unser Patientinnenkollektiv unter einem
erhohten Risiko fiir Thrombosen steht. Jedoch kénnen wir keine Aussage Uber die Anamne-
se der Patientinnen geben. Abweichungen unseres Ergebnisses von den Ergebnissen ande-
rer Studien kénnen auf Grund von Unterschieden in der Zusammensetzung des Patienten-
kollektivs, in der Patientenanzahl, im Patientenalter oder in der Praanalytik vorkommen. Auf

diese Punkte wurde unter 4.1.1.2 naher eingegangen.

4.1.1.4.1 Interpretation der Befunde

Bei Vitamin K-Mangel bzw. unter Einnahme von Vitamin K-Antagonisten liegt eine Anti-
thrombinaktivitat von tber 120 % vor, die aber ohne klinische Bedeutung ist (Wada et al.
2008). Bei einer Antithrombinaktivitat von 40-70 % kann ein erhdhtes Risiko fir Thromboem-
bolien vorliegen. Diese kann in Form von einem angeborenen Antithrombinmangel, der meist
zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr auftritt, beruhen. Die Diagnose sollte erst nach mehr-
facher Bestatigung und nach Betrachten aller EinflussgroRen auf den Antithrombin-Wert ge-
aulert werden. Ein erworbener Antithrombinmangel kann ebenfalls bei dieser Antithrombin-

aktivitat vorliegen. Es sollte mdglichst die Ursache ausfindig gemacht werden und anschlie-
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Rend mit der Therapie, welche sich aus Antikoagulanzienbehandlung und Substitutionsthe-

rapie zusammen setzt, begonnen werden (Lane und Caso 1989).

Liegen Antithrombin-Werte unter 40% vor, ist dies ebenfalls mit einem erhéhten Thrombo-
embolierisiko vergesellschaftet. Werte in diesem Bereich sind haufig bei Patienten mit einer

fortgeschrittenen Leberzirrhose zu finden (Wada et al. 2008).

411.5 Molekulargenetische Marker

4.1.1.5.1 Faktor V- und Faktor lI-Mutation

In unserer Studie trat eine Faktor V-Mutation mit einer Haufigkeit von 11,4 % (11,2 % hetero-
zygot und 0,2 % homozygot) und eine Faktor IlI-Mutation zu 5,07 % (5 % heterozygot und
0,07 % homozygot) auf. Diese Werte sind etwas erhéht im Vergleich zur Bevolkerung Euro-
pas, bei der eine Faktor V-Mutation in einem Bereich von 3 bis 8 % und eine Faktor Il Muta-
tion zu ca. 2 % vorkommt (Juul et al. 2004, Bank et al. 2004). Die Erhéhung liegt sehr wahr-
scheinlich daran, dass unser Patientinnenkollektiv unter einem Verdacht auf eine Throm-
boseneigung steht. Im Vergleich zu einem Kollektiv mit stattgehabten vendsen Thrombosen
(Faktor V-Mangel zu 18,8 bis 28,8 % und Faktor lI-Mangel ca. 7,1 %) sind unsere Pravalen-
zen jedoch erniedrigt (Juul et al. 2004, Bank et al. 2004). Dies liegt vermutlich daran, dass
wir Patientinnen ausgewertet haben, deren Blutproben einem Thrombophilie-Screening un-
terzogen wurden und eine solche Anfrage vermutlich bei bereits risikogefahrdeten Patientin-
nen angefordert wurde und das Risiko sich eventuell nicht bestatigt hat und somit die Pra-

valenzen erniedrigt wurden.

41.1.5.2 Kombinierte Defekte

Thrombophile Risikofaktoren, die sowohl erworben als auch hereditar auftreten kénnen, sind
ein haufiges Vorkommnis und treten somit auch oft kombiniert auf. Eine Kombination von
Faktor V- und Faktor II-Mutation tritt bei der Normalbevoélkerung < 0,05 % auf. Bei Patienten
mit Thrombosen sind 2 % betroffen (Seligsohn und Lubetsky 2001, Oger et al. 2006). In un-
serem Patientinnenkollektiv trat diese Kombination bei 0,6 % auf. Diese Erhéhung gegen-
Uber der Normalbevolkerung ist wahrscheinlich auf das Patientinnenkollektiv zuriickzufihren,
da es sich um ein Einsenderkollektiv der Abteilung fir Gerinnung handelt und damit eine
Selektion stattgefunden hat. Die Erniedrigung gegenuber den Patienten mit Thrombosen ist
mdglicherweise darauf zurlickzuflhren, dass wir bei unseren Patienten einen Verdacht auf

Thromboseneigung haben und kein gesichertes Ereignis vorliegt.
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41.1.6 Durchfiihrung des Thrombophilie-Screenings

Ein Thrombophilie-Screening sollte nicht ohne Indikation durchgefiihrt werden, sondern nur
wenn es sich als sinnvoll darstellt (Perry und Ortel 2003). Nach Seligsohn und Lubetsky wird
eine Thrombophilie als sehr wahrscheinlich angesehen, wenn bei einem Patient ein throm-
boembolisches Ereignis vor dem 45. Lebensjahr ohne erkennbare Ursachen vorliegt, bei
rezidivierenden Thromboembolien, bei familidrer Thromboseneigung, bei atypisch lokalisier-
ten Gefalverschllissen, nach einer Todgeburt oder nach drei oder mehr ungeklarten Spon-
tanaborten. Zusatzlich ist eine Thrombophilie bei Auftreten einer Thrombose unter Einnahme
von Ovulationshemmern oder in Folge einer Schwangerschaft oder im Wochenbett zu ver-
muten. Trifft einer dieser Punkte zu ist die Durchflihrung eines Thrombophilie-Screenings
anzuraten (Seligsohn und Lubetsky 2001). Zusatzlich sollte immer eine Diagnostik der All-
gemeinmedizin durchgefihrt werden und zusatzlich zu den Thrombophilie-Screening-
Parametern die Prothrombinzeit, aPTT, Fibrinogen und die Thrombinzeit bestimmt werden
(Perry und Ortel 2003, De Stefano et al. 2002). Jedoch sollte bei einer Anforderung eines
Thrombophilie-Screenings auch an die Kosten gedacht werden. Desweiteren sollte das
Screening auf eine Thrombophilie frihstens 6 Wochen nach einer Schwangerschaft erfolgen,
da durch die Schwangerschaft die Gerinnungsparameter verandert sind (Von Wolff und
Strowitzki 2005).

Fir die Antiphospholipid-Antikérper gibt es derzeit kein Testverfahren, das eine 100-
prozentige Sensitivitdt oder Spezifitat aufweist. Aus diesem Grund ist eine Kombination von
Testen in Zusammenhang mit der klinischen Diagnostik notwendig, um die Diagnose des
Antiphospholipid-Syndroms zu erfassen (Urbanus et al. 2008). Mit unserem zweiten Teil die-
ser Studie wollten wir versuchen, das geeignetste Testsystem fir die Diagnostik des An-

tiphospholipid-Syndroms herauszuarbeiten.

Fir die Diagnostik des Lupus-Antikoagulans ist eine Stufendiagnostik in Form von Scree-
ning, Plasmaaustauschversuch, Bestatigungstest und Ausschluss eines Faktorenmangels
oder spezifischen Faktoreninhibitoren tblich, um somit eine mdglichst hohe Sensitivitat und
Spezifitat zu erreichen (Urbanus et al. 2008). Jedoch kann die Sensitivitat vor allem durch
die Praanalytik beeintrachtigt werden. Um diesen Einflussfaktor zu minimieren ist es wichtig
die Restthrombozyten auf eine mdglichst kleine Zahl im zu analysierenden Plasma zu redu-
zieren, da sie eine zusatzliche nicht definierbare Menge an Phospholipiden freisetzen kon-
nen. Bei Zerfall der Thrombozyten kdnnten die frei gewordenen Phospholipide an die Anti-
kérper binden und zu falsch negativen Ergebnissen fuhren. Es sollte ein zu analysierendes
Plasma mit unter 10/nl Thrombozyten verwendet werden (Pengo et al. 2009). Es ist jedoch
unpraktikabel fir ein Routinelabor diesen Wert zu erreichen, da dies nur durch Filtration Gber

0,22-uym-Filter oder zweimaliges Zentrifugieren gelingt. Desweitern spricht eine erhdhte Ge-

-80 -



fahr der Probenverwechslung durch wiederholtes Umfullen, erhdhte Kosten und mdoglicher-
weise ein Akivitatsverlust von einzelnen Faktoren gegen ein Plasma mit unter 10/nl Throm-
bozyten. AulRerdem wird durch scharfes Zentrifugieren der Thrombozytenzerfall erhéht
(Pengo et al. 2009). Fiur das eigene Labor gilt es, die Zentrifugation bestmoglich zu optimie-
ren und ein plattchenarmes Plasma zu erzeugen von unter 20/nl Thrombozyten. Weiterhin
sollten wiederholtes Einfrieren und Auftauen vermieden werden, da dabei ebenfalls Throm-
bozyten zerfallen und Phospholipide freigesetzt werden. Wenn das Plasma aufgehoben wer-
den soll, sollte dies bei schnellem Einfrieren bis zu -70 °C geschehen. Generell sollte vor der
Bestimmung des LA die aPTT oder der Faktor Xa bestimmt werden, um eine Heparinisierung

auszuschlielen (Pengo et al. 2009).

Die Antikérper weisen eine Heterogenitat auf, wodurch eine 100-prozentige Sensitivitat und
Spezifitat nicht mdglich sind. Fur mdglichst optimale Ergebnisse ist eine Kombination von

methodisch unabhangigen Testsystemen nétig (Pengo et al. 2009).

Der Nachweis von Cardiolipin-Antikdrpern besitzt nur eine geringe Spezifitat und muss des-
halb nach 12 Wochen wiederholt werden (Miyakis et al. 2006), wodurch temporar infektions-
bedingt auftretende Antikdrper ausgeschlossen werden. Ein wiederholt positiver Test flr
Cardiolipin-Antikérper ist verlasslich (Male et al. 2005). Eine héhere Spezifitdt wurde erreicht,
indem R,-GPI der Testung fur Cardiolipin-Antikdrper hinzugeflgt wurde (Miyakis et al. 2006),
da es ein unabhangiger Risikofaktor fir Thrombose (Reber und de Moerloose 2004) und
Schwangerschaftskomplikationen (Lee et al. 2001) ist, die Variationsbreite zwischen ver-
schiedenen Laboren geringer ist und der Test bei Patienten mit Antiphospholipid-Syndrom
bei 3 bis 10 % der Falle als alleiniger Antikdrper positiv ausfallt (Nash et al. 2004, Lee et al.
2003).

Alle Labortestsysteme sind in ihrer Reproduktivitat und Standardisierung begrenzt. Verglei-
che zwischen verschiedenen Testen sind daher nur eingeschrankt mdéglich. Verlaufe der
Antikérperwerte sollten deshalb nur mit demselben Testsystem durchgeflihrt werden (Pengo
et al. 2009).

Ein weiteres Problem der Standardisierung besteht darin, einen cut-off-Wert zu definieren.
Dies liegt unter anderem an der Verwendung von unterschiedlichen Testkits und unter-
schiedlichen Methoden, wodurch abweichende Werte flir die Antikérper entstehen und dies
vor allem bei niedrigen Titern/Konzentrationen (Reber et al. 1995). Hieraus folgt, dass die
Ergebnisse der Labordiagnostik fiir das Antiphospholipid-Syndroms von dem Labor abhangt,
das die Teste durchfuhrt. Aus diesem Grund sind derzeit nur mittlere und hohe Anti-

Cardiolipin-Antikdrper Werte im Bereich der 99-sten Perzentile oder ber 40 units IgG bzw.
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IgM in die diagnostischen Kriterien mit einzubeziehen, welches die Spezifitat der Teste ver-
bessert (Miyakis et al. 2006). Dies ist moglicherweise auch der Grund, warum im selektierten
Patientenkollektiv der 1.368 Patientinnen nur 23 (1,7 %) positive Falle fur Cardiolipin-

Antikérper IgG und nur 20 (1,5 %) fur Cardiolipin-Antikérper IgM vorkommen.

Die Standardisierung der Labordiagnostik fir das Antiphospholipid-Syndrom konnte im Ver-
gleich zu den 1999 aufgestellten Sapporo-Kriterien verbessert werden, seit die [,-GPI-
Antikérper ELISA mit definiert beschichteten Glykoprotein Mikrotiterplatten zur Verfliigung
stehen. Es zeigten sich vermehrt Ubereinstimmungen zwischen verschiedenen Durchfiih-
rungen als bei den vorherigen Cardiolipin-Antikérper Testen. Jedoch treten hier vermehrt
Werte im Grenzbereich auf, die wiederum schwer zu beurteilen sind (Devreese und
Hoylaerts 2009). Die hohe Spezifitat, die der R,-GPI-Antikdrper ELISA bietet, kann jedoch
auch nachteilig sein, da er alle Antikérper, die gegen [3,-GPI gerichtet sind detektiert, auch
die, die nicht pathologisch sind sowie Phospholipid-unabhangige Antikérper gegen R,-GPI.
Dadurch ist der Test schwieriger zu beurteilen, als die anderen Teste, die nur auf Antikérper
ausgerichtet sind, die Pathologien hervorrufen. Hinzufligend detektiert der R,-GPI-Antikérper
ELISA auch Antikérper mit einer niedrigen Affinitat (De Laat et al. 2006). Moéglicherweise ist
aus diesen Grunden in unserem selektierten Patientinnenkollektiv das héchste Vorkommen
von Antiphospholipid-Antikérper-Screening-Parametern bei R,-GPI-Antikérpern 1gG. Dieser
Parameter war bei 106 von 1.368 (7,7 %) Patientinnen erhoht. Der Erfolg der Moglichkeit der
Bestimmung des R,-GPI-Antikérper verbessert trotz alledem die Spezifitdt und die Angabe,

ob ein erhdhtes Thromboserisiko vorliegt oder nicht (De Laat et al. 2006).

Im prospektiven Teil der Studie wird sich genau mit diesen Problemen, also der Standardi-
sierung, der Vergleich von Ergebnissen von unterschiedlichen Geraten, den Geraten an sich

und der Beurteilung von cut-off-Werten befasst.

Ziel des retrospektiven Teils der Studie war es zum einen die Pravalenz von Thromboseindi-
katoren darzustellen und zum anderen die Verteilung und Haufigkeit der Antiphospholipid-
Antikérper in Zusammenhang mit einem Thrombophiliescreening zu erfassen. Dies wurde

aus Daten des Zuweiserlabors AesculLabor durchgefuhrt.

4.1.2 Antiphospholipid-Antikorper

Antiphospholipid-Antikérper stellen ein signifikant erhdhtes Risiko fir eine Thrombose dar.
Das Risiko ist je nach Literaturquelle um 2,3 bis 8,5 erhdht (Kearon et al. 1999, Rance et al.
1997). Die Inzidenz in der Normalbevdlkerung fur Cardiolipin-Antikdrper liegt bei ca. 2 % und
fur Lupus-Antikoagulans bei 0,3 bis 5 % (Heilmann und Rath 2002). In unserem selektierten

Patientinnenkollektiv wurde Lupus-Antikoagulans bei 2,6 % durch den LAC-Screen-Test und
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bei 2,3 % durch die MixConLA nachgewiesen. Cardiolipin-Antikdrper 1gG konnten bei 1,7 %
und Cardiolipin-Antikdrper IgM bei 1,5 % der 1.368 Patientinnen nachgewiesen werden. Je-
doch handelt es sich bei unserem Kollektiv um ein selektiertes Kollektiv mit einem Verdacht

auf ein erhohtes Thromboserisiko.

Je nach Autor gibt es verschiedene Vermutungen, wie die Antiphospholipid-Antikorper
Thrombosen verursachen. Salmink et al. gehen davon aus, dass die Antikérper negativ ge-
ladene Oberflachenstrukturen binden, die erst durch eine Endothelverletzung oder durch
Induktion eines Mechanismus, genannt Flip-Flop, bei der ein Teil der Innenflache des En-
dothels als Aulenflache exponiert wird, freigelegt wird. Dieser Mechanismus wird vor allem
durch die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten Uber den Kollagenrezeptor an vWF
und freigelegtes Kollagen durch Endothelverletzungen geférdert. Im nachsten Schritt wird
Phosphatidylserin an der Thrombozytenoberflache freigesetzt und wirkt als Prokoagulanz. Es
werden tissue factor und weitere Gerinnungsfaktoren aus der Zirkulation gebunden und
Thrombin an der Thrombozytenoberflache generiert. Hierdurch kommt es zur Thrombozyten-

freisetzung und zur Bildung eines konsekutiven Thrombus (Salemink et al. 2000).

Ein Antikorper kann erst krankheitserzeugend wirken, wenn er seine passenden Antigene,
die ihm prasentiert werden, bindet. In diesem Fall sind die Antigene negativ geladene Phos-
pholipide. Es werden zwei Mechanismen vermutet, wie die Antikdrper die Entstehung von
Thrombosen ausldsen. Die Antikdrper sollen die phospholipidabhangige Gerinnungshem-
mung und den Protein C-Pathway beeinflussen (Galli et al. 1998). Das Lupus-Antikoagulans
verursacht dabei eine erworbene APC-Resistenz. Hinzufigend wird der tissue factor pa-
thway inhibitor in seiner Funktion beeintrachtigt, da er auch an negativ geladenen Oberfla-
chen und an den phospholipid-abhangigen Faktor Xa bindet. Dadurch wird vermehrt Throm-
bin generiert (Galli et al. 1998).

In Metaanalysen, Fall-Kontroll-Kohortenstudien und prospektiven Studien wurden die pradik-
tiven Werte der verschiedenen Antikorper gegenlibergestellt und es wurde gezeigt, dass die
Antikérper, die eine Lupus-Antikoagulans-Aktivitat hervorrufen, mit thrombotischen Ereignis-
sen korrelieren (Ginsberg et al. 1995, Kearon et al. 1999, Urbanus et al. 2009, Wahl et al.
1998).

Die 3,-GPI-Antikorper stellen eine heterogene Gruppe von Antikérpern dar. Manche binden
an allen finf Domanen des R,-GPl und andere nur an eine Domane. Andere wiederum bin-
den an mehreren Bindungsstellen. Die Antikorper, die an das Epitop um die Aminosaure
Arginin 39 und Arginin 43 an Doméne | des R,-GPI bindet, wiesen am ehesten einen Zu-

sammenhang mit einer klinischen Manifestation des Antiphospholipid-Syndroms auf (De Laat
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et al. 2005, loannou et al. 2007). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Antikdrper,
die nur auf der Doméane | binden mehr Relevanz haben als die, die gegen alle Doméanen des
R2-GPI gerichtet sind (Van Os et al. 2010).

Patienten, die nicht nur positiv fir Lupus-Antikoagulans sind, sondern zusatzlich positive
Werte fir R,-GPI-Antikdrper zeigen, weisen ein erhdhtes Risiko fur wiederkehrende Throm-
bosen auf als Patienten, bei denen nur einen Antikérper nachweisbar ist. Der genaue Me-
chanismus ist noch nicht belegt (Pengo et al. 2010). Es ist jedoch bekannt, dass die Lupus-
Antikoagulans-Aktivitat nicht nur auf Antikérpern gegen R3,-GPI sondern auch gegen Pro-
thrombin zurtckzufuhren ist (Simmelink et al. 2003). Nach Miyakis et al. stellen Prothrombin-
Antikérper passive Zusatzfaktoren im Antiphospholipid-Syndrom dar (Miyakis et al. 2006).
Oku et al. verneinen dies jedoch (Oku et al. 2008). Schlussendlich zeigt die Kombination
zwischen Lupus-Antikoagulans und den [,-GPI-Antikdrpern der Subgruppe, die die Lupus-
Antikoagulans-Aktivitat induzieren, einen engen Zusammenhang mit einem erhohten Throm-
boembolierisiko. Diese Subgruppe wird fir die Pathophysiologie des Antiphospholipid-
Syndroms verantwortlich gemacht (Van Os et al. 2010).

Pathophysiologisch weil3 man, dass die R,-GPI-Antikbrper gegen anionische Strukturen ge-
richtet sind und nicht, wie bisher angenommen, direkt gegen anionische Phospholipide (Oku
et al. 2008). Die Antikérper rufen eine gain-of-function-Reaktion hervor. Das bedeutet ein
Gen gewinnt an Aktivitat, in der Funktion des 3,-GPI ist dies flr das gesteigerte Thrombose-

risiko verantwortlich (Van Os et al. 2010).

Es wird davon ausgegangen, dass Risikofaktoren, die die Koagulation beeinflussen, das
Risiko flr venése Thrombosen steigern und die Faktoren, die auf Thrombozyten einwirken,
fur arterielle Thrombosen verantwortlich sind. Bei den R,-GPI-Antikérpern kann man noch
nicht sagen, ob es sich um einen oder zwei Prozesse handelt. Es wurde dargestellt, dass .-
GPI-Antikdrper, die in einem Komplex vorliegen, an verschiedenen Zellen binden und diese
ebenfalls aktivieren kénnen. Diese These unterstitzt die Behauptung, dass Thrombosen und
Schwangerschaftskomplikationen (unerklarlicher intrauteriner Fruchttod vor der 10. Schwan-
gerschaftswoche mit sonst normalem Foétus, Frihgeburt vor der 34. Schwangerschaftswoche
durch eine Praklampsie, Eklampsie oder einer Plazentainsuffizienz oder drei oder mehr auf-
einanderfolgende spontane Aborte vor der 10. Schwangerschaftswoche) auf einer Dysregu-
lation verschiedener Zellen, die im Grofteil an der Hamostase beteiligt sind, beruhen
(Palomo et al. 2009).

Shi et al. konnten zeigen, dass R,-GPI-Antikdrper den inhibierenden Effekt von R,-GPI auf

Faktor Xa an den aktivierten Thrombozyten blockieren (Shi et al. 1993). Der antikoagulatori-
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sche Effekt von 3,-GPI ist jedoch nicht sicher in vivo nachgewiesen. Die Bindung von R,-GPI
an negativ geladenen Phospholipiden wird durch die Anwesenheit von R,-GPI-Antikérpern
um den Faktor 100 gesteigert. Dieser Anstieg der Bindungsféahigkeit kdnnte die physiologi-
sche Funktion von 3,-GPI verandern oder kdnnte die Bindung von anderen Phospholipid-
bindenden Proteinen inhibieren (Takeya et al. 1997). Desweitern wird behauptet, dass R,-
GPI-Antikorper sowohl die Protein C-Aktivierung als auch das aktivierte Protein C hemmen,
dies aber nur in der Anwesenheit von R,-GPI. Durch diese Hemmung wird eine Blutgerinn-

selbildung geférdert (leko et al. 1999).

Weitere Daten belegen, dass Antiphospholipid-Antikérper die Expression des tissue factor
hochregulierten. Der tissue factor geht einen Komplex mit Faktor Vllla ein und aktiviert die

Faktoren IX und X, wodurch die Blutgerinnung gesteigert wird (Boles und Mackman 2010).

Nach wie vor ist das Wissen Uber die Antiphospholipid-Antikdrper nicht ausreichend, um eine
standardisierte Labordiagnostik und Therapie des Antiphospholipid-Syndroms zu stellen. In
weiteren Studien sollte auf die molekulare Struktur der Antikérper vor allem des [,-GPI ein-
gegangen werden, um mit diesem Wissen einen Goldstandard fiir Labordiagnostik zu entwi-
ckeln (Van Os et al. 2010).

Abbildung 10 zeigt die Verteilung der Antiphospholipid-Antikdrper-Parameter unserer Studie.
Es wird deutlich, dass viele Werte negativ sind. AuRerdem liegt keine eindeutige Diskriminie-
rung zwischen positiven und negativen Werten vor. Die geringe Diskriminierung spiegelt die

schwierige Wahl eines sinnvollen cut-off-Wertes wieder.

Patienten, die sowohl arterielle als auch vendse spontane Thrombosen erlitten haben sollten,
vor allem dann, wenn die Thrombosen an ungewohnlichen Lokalisationen zu finden sind, auf
Antiphospholipid-Antikérper gescreent werden. Dies gilt besonders fir Menschen jlingeren
Alters mit arteriellen GeféaRverschlissen ohne Hinweise auf eine Arteriosklerose. Hinzufu-
gend sollten Frauen untersucht werden, die einen Frihabort oder andere Schwangerschafts-

komplikationen hatten (Bergmann und Hempel 2008).

413 Therapie

Schwangerschaften von Frauen mit einer Anamnese von habituellen Aborten im Zusam-
menhang mit positiven Testungen auf Antiphospholipid-Antikérpern haben ohne eine Thera-
pie keine gute Prognose fur den Ausgang der Schwangerschaft. In Studien wurde gezeigt,
dass ohne eine Therapie bei Frauen mit wiederholten Aborten und vorliegen positiver An-
tiphospholipid-Antikérper-Testungen die Abortrate bei 90 % lag (Branch et al. 1992, Rai et al.

1995). Eine Kontrollgruppe mit wiederholten Aborten und negativ getesteten Antiphospholi-
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pid-Antikdrpern wiesen eine Lebendgeburtenrate von 66 % auf (Regan und Rai 2002). Bei
unbehandelten Frauen mit positiv getestetem Lupus-Antikoagulans konnte eine erfolgreiche
Schwangerschaft mit einem gesunden, reifen Neugeborenen nur in 15 % der Félle aufgewie-

sen werden (Blumenfeld et al. 1991).

Diese dargelegten Studien, sollen verdeutlichen wie wichtig die richtige Therapie fir den
Ausgang einer Schwangerschaft fir eine Frau mit Antiphospholipid-Syndrom ist. Jedoch ist
die Therapie nicht eindeutig festgelegt. Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Thera-

pieverfahren diskutiert.

41.3.1 Antikoagulation: Dauer und Intensitéat

Nach dem American Collage of Chest Physicians sollte bei Patienten mit einem Antiphos-
pholipid-Syndrom mit Zustand nach vendésem GefaRverschluss mit einer Heparintherapie
begonnen werden, die folgend auf eine Antikoagulation mit Vitamin K-Antagonisten umge-
stellt wird. Dabei wird eine niedrig dosierte Therapie mit einem Ziel-INR <3 von einer hoch
dosierten Therapie mit einem Ziel-INR von >3 unterschieden. Dabei wird der Zielwert des
INR fur die Therapie des Antiphospholipid-Syndroms heftig diskutiert (Khamatshta et al.
1995). Khamatshta et al. empfehlen einen INR von 3,0 oder héher, um eine starkere Intensi-
tat zu erreichen und somit das Risiko flr ein erneutes thrombotisches Ereignis zu reduzieren
(Khamatshta et al. 1995). Eine weitere Quelle empfiehlt einen Ziel-INR von 2,0-3,0 fir Pati-
enten mit einem Antiphospholipid-Syndrom nach erstem thrombotischem Ereignis und einen
Ziel-INR von = 3,0 bei wiederkehrenden Thrombosen (Ruiz-Irastorza et al. 2007). Mittels
verschiedener Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass ein Ziel-INR von 3,0-4,0 eine
héhere Rezidivrate an Gefalverschlissen als mit einem niedrigeren Ziel-INR von 2,0-3,0 hat
(Crowther et al. 1995, Finazzi et al. 2005). Dieses Ergebnis wurde bereits bestatigt und hin-
zufiigend aufgefuhrt, dass ein héherer INR-Wert die Blutungskomplikationen von 14,6 % auf
27,8 % (Hazard ratio 2,18; 95% Konfidenzintervall 0,9-5,15) ansteigen lasst (Finazzi et al.
2005). Die hier genannten Studien beziehen sich sowohl auf vendse als auch auf arterielle

Thrombosen. Es ist unbekannt, ob andere grofRe Studien diese Gruppen trennen oder nicht.

Wichtig bei der Vitamin K-Antagonisten-Gabe ist, dass bei Patienten mit Antiphospholipid-
Syndrom der INR nicht aussagekraftig ist. Bei 6,5 % bis 10 % der Patienten mit Lupus-
Antikoagulans oder Antiphospholipid-Antikorpern ist die Prothrombinzeit verlangert. Dadurch
ist der INR-Wert nicht zu beurteilen (Moll und Ortel 1997, Rosborough und Shepherd 2004).
Aus diesem Grund sollte ein Wert zur Uberpriifung genommen werden, der nicht von An-
tiphospholipid-Antikdrpern beeinflusst wird, z. B. die Faktor Il-Aktivitat. Nachdem ein Patient

mit Vitamin K-Antagonisten auf einen stabilen INR von 2,0-3,0 eingestellt wurde, sollte in den
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fortlaufenden Kontrollen zusatzlich zum INR die Faktor II-Aktivitat bestimmt werden, um eine

genauere und zuverlassigere Aussage treffen zu kénnen (Kasthuri und Roubey 2007).

Auch die Dauer der Antikoagulation ist noch nicht eindeutig geklart. Das Risiko, ein weiteres
thrombotisches Ereignis zu erleiden, ist mit 10-29 % pro Jahr hoch (Galli und Barbui 2003).
Eine weitere Studie fand heraus, dass das Risiko einer erneuten Thrombose nach Absetzen
der Antikoagulation innerhalb der folgenden 2 Jahren 50 % und innerhalb der folgenden 8
Jahren sogar 78 % betragt (Derksen et al. 1993). Fest steht, dass eine langfristige orale An-
tikoagulation in Form von Vitamin K-Antagonisten notig ist. Auch bei persistierendem Lupus-
Antikoagulans nach dem thrombotischen Ereignis ist dies indiziert, da es mit einer hohen
Rezidivrate von Thrombosen belegt ist. Bei arteriellen Ereignissen ist eine prophylaktische
Gabe mit Thrombozytenfunktionshemmern, wie Acetylsalicylsdure, empfehlenswert, um das
Rezidivrisiko zu senken (Levine et al. 2004). Andere Meinungen besagen, dass eine Primar-
prophylaxe bei Patienten mit lediglich positivem Nachweis auf Lupus-Antikoagulans oder
Cardiolipin-Antikérpern und keinen bisherigen thrombotischen Ereignissen nicht anzuraten
ist. Dies bestatigt eine Studie, die keinen signifikanten Unterschied zum Placebo gegeniber

einer Primarprophylaxe mit Acetylsalicylsadure zeigt (Erkan et al. 2007).

Fir die Behandlung und Prophylaxe von Schwangerschaftskomplikationen bei Frauen mit
einem Antiphospholipid-Syndrom muss man die Patientinnen mit alleinigem Nachweis von
Antiphospholipid-Antikdrpern von denen mit Schwangerschaftskomplikationen unterschei-
den. Denjenigen ohne Komplikationen, die nur positiv in der Testung auf Antikérper auffal-
lend wurden, wird keine Primarprophylaxe empfohlen. Es hat sich gezeigt, dass die prophy-
laktische Gabe von Acetylsalicylsaure in niedriger Dosierung keinen Einfluss auf die Kompli-

kationsrate hat (Cowchock und Reese 1997).

In verschiedensten Studien wurde dargelegt, dass die Gabe von intravenésem IgG als auch
die Gabe von Prednisolon keinen Erfolg hat. Ergénzend ist in vielen Studien (Laskin et al.
1997, Cowchock et al. 1992, Silver et al. 1993) beschrieben geworden, dass eine Behand-
lung mit Prednisolon mit einer signifikant héheren mutterlichen Morbiditat und fruhzeitigen
Entbindungen, die haufig mit frihzeitigen Rupturen von Membranen und Praeklampsie ein-

her gingen, verbunden ist (Derksen et al. 2004).

Allerdings hat sich eine Prophylaxe bestehend aus Acetylsalicylsaure (75-100 mg/d) - begin-
nend prakonzeptionell bis zur 34./36. SSW in Kombination mit der Gabe von niedermolekula-
rem Heparin ein- bis zweimal taglich von Beginn der Schwangerschaft bis zur Entbindung -
als effektiv gezeigt (Farquharson et al. 2002, Rai et al. 1997). Aber auch diese sich als effek-

tiv erwiesene Methode ist weiter in Diskussion.
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Ob Heparin zweimal oder einmal taglich gegeben werden sollte, ist u. a. abhangig von der
Anamnese der Patientin, aber auch nicht abschlieRend geklart. Eine Heparinprophylaxe im
Wochenbett von Frauen mit APS assoziierten Schwangerschaftskomplikationen ist umstrit-
ten. Im Falle einer Heparinisierung wird eine Prophylaxe von sechs Wochen postpartal vor-

geschlagen (Ruiz-lrastorza und Kamashta 2008).

Wenn eine Patientin bereits ein thrombotisches Ereignis erlitten hat und unter oraler Antiko-
agulation mit Vitamin K-Antagonisten steht, sollte sie auf Heparin umgestellt werden, bevor
eine Konzeption stattfindet oder spatestens aber nach Ausbleiben der Regelblutung. Diese
MaRnahme ist erforderlich, da Vitamin K-Antagonisten die Plazentaschranke passieren und
somit teratogen zwischen der 6. und 12. SSW wirken und intrakranielle Blutungen im Fetus

hervorrufen kénnen (Ginsberg et al. 2001).

41.3.2 Prophylaxe mit Acetylsalicylsdure in der Schwangerschaft

Acetylsalicylsaure kann nach heutigem Wissensstand bei einer entsprechenden Indikation in
einer low-dose- (75-100 mg pro Tag) Behandlung in der Schwangerschaft eingesetzt werden
(Schaefer und Spielmann 2001). In einer kleinen Fall-Kontrollstudie wurden, nachdem bei
Tieren in hoher Dosis Acetylsalicylsaure verabreicht und Fehlbildungen erzeugt worden wa-
ren, auch beim Menschen teratogene Effekte, z. B. ein erhdhtes Gastroschisis-Risiko, ent-
deckt (Martinez-Frias et al. 1997). In anderen Studien konnte kein teratogener Effekt beim
Menschen nachgewiesen werden (Slone et al. 1976). In einer hohen Dosierung von Acetyl-
salicylsdure kann es ab der 28. — 30. Schwangerschaftswoche durch die Hemmung der
Prostaglandinsynthese zu einem frihzeitigen Verschluss des Ductus ateriosus Botalli kom-
men. Dies geschieht jedoch nicht unter einer low-dose Therapie. Unter einer low-dose The-
rapie werden nach aktueller Einschatzung weder die Gesundheit der Mutter noch die fetale
oder neonatale Gerinnung beeintrachtigt (Group 1994, Schaefer und Spielmann 2001, Vetter
1995).

In zwei Studien (Farquharson et al. 2002, Pattison et al. 2000) wurde eine hohe Rate von
lebenden Geburten bei Frauen mit wiederholten Aborten unter einer Monotherapie mit Ace-
tylsalicylsaure beobachtet. In anderen Studien (Rai et al. 1997, Kutteh 1996) wiederum wur-
den niedrige Raten erfasst. Eine Arbeitsgruppe vermutet, dass die Ergebnisse der Lebend-
geburten mit einem Placeboeffekt belegt sind und der Wert der Gabe von Acetylsalicylsdure
fraglich ist. Vielmehr wird das gute Ergebnis der unterstitzenden Pflege der Schwangeren
und einer Schwangerschaftsvorsorge in kiirzeren Abstanden als die gesetzlich vorgeschrie-
bene zugerechnet, da auch unter Placebogabe mehr Lebendgeburten als ohne Medikamen-

tengabe aufgezeichnet wurden (Pattison et al. 2000).
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In einer Studie, die sich mit Frauen mit positiven Antiphospholipid-Antikérper-Testen und
niedrigem Risiko fur Schwangerschaftskomplikationen beschéaftigt hat, hat sich kein Unter-
schied zwischen den Frauen, die mit low-dose Acetylsalicylsaure oder mit einem Placebo

behandelt wurden, gezeigt (Cowchock und Reese 1997).

Derzeit verspricht man sich nur durch die kombinierte Therapie von niedermolekularem He-

parin und Acetylsalicylsdure in der Schwangerschaft eine Effektivitat (Rai 2000).

413.3 Prophylaxe mit Heparin in der Schwangerschaft

Oft wird niedermolekulares Heparin dem unfraktionierten Heparin vorgezogen. Es hat den
Vorteil, dass es eine langere Halbwertzeit im Plasma und eine bessere Dosissteuerbarkeit
hat. Hinzufligend Uberquert es die Plazentaschranke nicht und ist fir eine einmal tagliche
Gabe geeignet. Aullerdem erzeugt das niedermolekulare Heparin weniger haufiger eine HIT
und Heparin induzierte Osteoporosen. Trotzdem sollte bei langerfristiger Gabe von nieder-
molekularem Heparin eine Osteoporoseprophylaxe in Form von Vitamin D und Calcium ver-
abreicht werden. Der Nachteil des niedermolekularen Heparins ist, dass die Behandlung
teurer ist, als die Behandlung mit unfraktioniertem Heparin (Derksen et al. 2004, Ginsberg et
al. 2001). Im Tierexperiment konnten Auswirkungen auf die fetale Gerinnung festgestellt
werden, obwohl niedermolekulares Heparin die menschliche Placenta nicht oder kaum Uber-
schreitet (Greer 1999, Sanson et al. 1999). Es konnte aber nachgewiesen werden, dass He-
parin beim Menschen nicht embryo- oder fetotoxisch wirkt (Ginsberg et al. 2001). Fur den
Feten oder Embryo konnte in Studien mit Gber 300 Schwangeren gezeigt werden, dass nie-
dermolekulares Heparin sowie unfraktioniertes Heparin keine spezifischen entwicklungstoxi-
schen Wirkungen hat oder schlechter fur ihn vertraglich ist als unfraktioniertes Heparin (Bar
et al. 2000).

Im weitern Textverlauf wird sich nur noch auf das niedermolekulare Heparin bezogen. Neben
Osteoporose kénnen bei den Patientinnen weitere Nebenwirkungen auftreten. Hierunter zah-
len durch Heparin induzierte Blutungen und Heparin-induzierte Immunreaktionen (Deruelle
und Coulon 2007). GroRere Blutungen in der Schwangerschaft unter niedermolekularem
Heparin liegen bei einer Rate von ca. 2 % (Greer und Nelson-Piercy 2005, Lindqgvist und
Dahlback 2000). Es sollte eine genaue Geburtsplanung stattfinden. Fur die Geburt ist es
indiziert Heparin abzusetzen. Dadurch kénnen Blutungen unter der Geburt reduziert werden
und es besteht die Mdglichkeit einer regionalen Anasthesie (Deruelle und Coulon 2007). Un-
geklart ist wie viele Stunden vor der Geburt Heparin abgesetzt werden soll. Zurzeit wird ein
Absetzen der Heparintherapie 24 Stunden vor Beginn der Geburt und eine Wiederaufnahme

12 Stunden nach einer unkomplizierten Geburt empfohlen. Dies kann durch die Studie von
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Kominiarek et al. belegt werden. In dieser Studie wurden Blutungskomplikationen unter der
Geburt von Patientinnen, die wie empfohlen mit Heparin behandelt wurden, und Frauen mit
einer physiologischen Geburt verglichen. Es zeigt sich kein Anstieg von Blutungskomplikati-
onen unter der Heparintherapie (Kominiarek et al. 2007). Eine andere Studie zeigte, dass es
genauso sicher sei, die Heparintherapie zwischen 12 und 24 Stunden als 24 Stunden vor

Beginn der Geburt abzusetzen (Maslovitz et al. 2005).

Unter die Heparin-induzierten Immunreaktionen zahlen die HIT und allergische Hautreaktio-
nen. Wie erwahnt 16st das niedermolekulare Heparin seltener eine HIT aus als das unfraktio-
nierte Heparin (Warkentin et al. 1995). Beobachtet wurde eine generelle Verminderung von
Auftreten der HIT wahrend einer Schwangerschaft, wodurch die Angaben kritisch zu beurtei-
len sind (Fausett et al. 2001). Es gibt wenige aussagekraftige Studien, die eine genaue Inzi-
denz der HIT in der Schwangerschaft angeben. Es wird eine Inzidenz unter 1 % vermutet
(Deruelle und Coulon 2007). Allergische Hautreaktionen kommen mit einer Inzidenz von ca.
2 % vor und mussen von Reaktionen, die durch den Einstich beim Spritzen entstehen kon-
nen, unterschieden werden (Brenner et al. 2005a). Bei 30 % der Patientinnen mit eine aller-
gische Hautreaktion zeigt sich diese in Form von Blutergussbildung, brennendem Hautgefuhl

und subkutanen Zysten (Deruelle et al. 2006).

All diese Nebenwirkungen zeigen sich selten und eine Therapie mit niedermolekularem He-
parin ist anzuraten, da es nachweislich die Schwangerschaftsrate steigert und vor allem bei
Patientinnen mit wiederholten Aborten, intrauteriner Wachstumsretardierung, gehaufter Pra-
eklampsie und Todgeburt die Lebendgeburtenrate steigert (Brenner et al. 2000, Grandone et
al. 2002).

Ein weiterer strittiger Punkt ist die Dosierung des Heparins. In einer groferen Studie konnte
dargelegt werden, dass es wenig Unterschied macht, ob man eine Patientin mit 40 mg oder
80 mg Enoxaparin pro Tag behandelt. In keiner der beiden Gruppen (40 mg bzw. 80 mg)
kam es zu Blutungen oder HIT. Da die Effizienz von Heparin in beiden Dosierungen gegeben
ist, wird von einer Dosis von 40 mg pro Tag ausgegangen, um eine Schwangerschaftsrate
bei Frauen mit wiederholtem Abort und Thrombophilie zu steigern (Brenner et al. 2005a). Fir
die Zukunft sollte die Effizienz und Sicherheit von Heparin in Bezug auf das Gewicht der Mut-
ter erforscht werden, ebenso wie die Dauer der Behandlung und die genaue Dosierung des

niedermolekularen Heparins.

Derzeit gilt Heparin, insbesondere niedermolekulares Heparin, neben Acetylsalicylsaure low-
dose aus toxikologischer Sicht auf den Embryo bzw. Foétus als Mittel der Wahl in der

Schwangerschaft zur Prophylaxe von Thromboembolien und zur gerinnungshemmenden
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Langzeittherapie bei Thrombophilie, Antiphospholipid-Syndrom und systemischen Lupus

erythematodes (Schaefer und Spielmann 2001).

4134 Prophylaxe mit Heparin und Acetylsalicylsdure in der Schwangerschaft

In Studien, die die Gabe von einer Kombination von Acetylsalicylsdure und Heparin mit der
Gabe von Acetylsalicylsaure als Monotherapie verglichen haben, ist herausgefunden wor-
den, dass eine kombinierte Therapie mehr Lebendgeburten férdert (Derksen et al. 2004).
Zwei prospektive randomisierte Studien belegen dies. Sie fanden heraus, dass die Kombina-
tion zwischen unfraktioniertem Heparin mit Acetylsalicylsdure besser ist als Acetylsalicylsau-
re alleine, da die Schwangerschaftsrate bei einer Kombinationstherapie 71-80% im Gegenteil
zur Monotherapie mit nur 42-50% betrug (Rai et al. 1997, Kutteh 1996). Eine weitere Quelle
berichtet, dass ein Unterschied zwischen low-dose Acetylsalicylsdure allein versus Acetylsa-
licylsdure kombiniert mit Dalteparin besteht, da die Lebendgeburtenrate sich von 72% versus
78% steigert (Farquharson et al. 2002). Rai et al. berichten jedoch, dass in der Studie von
Farquharson et al. die Laborkriterien der Diagnostik des Antiphospholipid-Syndroms nicht
beachtet worden seien und somit seine Studie keine Aussagekraft verliehen werden kénne
(Rai und Regan 2002). Es zeigte sich kein Unterschied in der Kombination /ow-dose Acetyl-
salicylsdure mit high- oder low-dose unfraktioniertem Heparin (Kutteh und Ermel 1996). Ob
unfraktioniertes oder niedrigmolekulares Heparin in Kombination mit Acetylsalicylsaure ver-
wendet werden soll, ist noch nicht entschieden. Empson et al. empfehlen eine Gabe von
unfraktioniertem Heparin, aber dies beruht auf nicht signifikanten Werten (Empson et al.
2005). Zwei kleinere Studien fanden in der Kombination mit Acetylsalicylsaure keinen Unter-
schied zwischen niedrigmolekularem Heparin und unfraktioniertem Heparin (Nobel et al.
2005, Stephenson et al. 2004).

Es wurde herausgefunden, dass der Vorteil der Kombinationstherapie nur in den ersten 13
Gestationswochen vorhalt, da in dieser Zeit die erste Phase der Trophoblasteninvasion be-
endet wird und die Plazenta besteht. Es wird vermutet, dass Heparin die Trophoblastenzel-

len vor einem Kontakt mit den Antiphospholipid-Antikdrpern schitzt (Rai et al. 1997).

414 Zusammenschau Teil 1

In diesem Teil der Studie wurden Datensatze von einem weiblichen Kollektiv, welches unter
Verdacht auf Thrombophilie stand, bzw. bei dem eine positive Eigen- und/oder Familienan-
amnese vorlag, untersucht, um Patientinnen mit Thromboseneigung herauszufiltern. Bei je-
der Patientin lag ein laboranalytisches Thrombophilie-Screening vor, welches retrospektiv
ausgewertet wurde. Insgesamt lagen vollstdndige Datensatze dieses Screenings, gemaf
den Vorgaben des Material und Methoden-Teils, bei 1.368 Patientinnen vor. Im Vergleich mit

anderen Studien, einschliefllich Studien, die Patientinnen aus speziellen hdmostaseologi-
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schen Kliniken oder Zentren untersuchten, lag bislang keine Publikation mit einem ver-

gleichbar groRen Datensatz vor.

Ein Protein C-Mangel fand sich in unserem Kollektiv bei 7,68 %, ein Protein S-Mangel bei 8
% und ein Antithrombin-Mangel bei 5,1 %. In einer Studie von Dulicuek et al. wurden eben-
falls Frauen (n = 200), die mindestens eine ventse Thrombose erlitten hatten und unter 45
Jahre alt waren, auf Thrombophilie untersucht (Dulicuek et al. 2002). Hier fand sich ein Pro-
tein C-Mangel bei 4 %, ein Protein S- Mangel bei 12 % und ein Antithrombin-Mangel bei 3 %
der Patientinnen. Diese Unterschiede im Vergleich zu unseren Untersuchungen kénnen da-
rauf beruhen, dass Dulicuek et al. das Kollektiv im Alter nach oben hin einschrankte und das
Kollektiv aus einer eingegrenzten Region (Ost-Boéhmen) stammte. Wir schréankten das Alter
nach oben hin nicht ein und untersuchten ein Kollektiv, das aus ganz Deutschland stammte.
Desweiteren lag bei allen Patientinnen von Dulicuek et al. ein gesichertes thrombotisches
Ereignis vor, das wir nicht vorweisen kénnen, sondern in Teilen vermuten kénnen. Santama-
ria et al. untersuchten ein Kollektiv von 325 Frauen mit einer positiven Familienanamnese
(ein oder mehrere positiv getestete Thrombophilie-Parametern bei mindestens zwei Ver-
wandten mit oder ohne thrombotisches Ereignis). Bei den 325 Frauen trat ein Protein C-
Mangel bei 10,5 %, ein Protein S-Mangel bei 9,2 % und ein Antithrombin-Mangel bei 1,8 %
auf (Santamaria et al. 2001). Santamaria et al. beschrankten ebenfalls ihr Kollektiv auf eine
Region, da sie die Frauen von Familienangehérigen rekrutierten, die in der ,Thrombose Unit*
in Barcelona in Behandlung waren, wodurch sich Unterschiede in den Pravalenzen ergeben
kénnen. Auch hinsichtlich der Altersverteilung gab es in der Studie von Santamaria et al.
Einschrankungen. Sie wahlten nur Frauen im Alter zwischen 15 und 49 Jahre aus. In unserer
Studie sind alle Patientinnen eingeschlossen worden, die 18 Jahre und alter waren. Baglin et
al. untersuchten in ihrer Studie in Cambridge unter anderem Frauen, die eine schwanger-
schafts-assoziierte Thrombose, inklusive der Zeit zwei Monate nach der Geburt des Kindes,
erlitten hatten. Unter diesen 11 Frauen fand sich kein Protein C-, Protein S- oder Antithrom-
bin-Mangel (Baglin et al. 2003). Mdglicherweise ist ihr Kollektiv, im Vergleich zu unserem
Kollektiv mit 1.368 Patientinnen, fur eine objektive Aussage zu klein gewahlt. Durch ver-
schiedene ethnische Herkunft unterscheiden sich die Pravalenzen thrombophiler Parameter,
was einen weiteren Grund unterschiedlicher Ergebnisse zwischen verschiedenen Studien
darstellen kann (White und Keenan 2009). Einschrankend muss angemerkt werden, dass
auch praanalytische Einflisse zu Unterschieden der Ergebnisse fihren kénnen (Bonini et al.
2002, Crim und Okorodudu 2007). So kénnen wir zumindest fur unsere Untersuchungen
nicht vollstandig ausschlielen, dass transport- bzw. zeitbedingte Faktoren zu einer partiellen

Beeintrachtigung der Proben geflhrt haben kénnen.
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Unter den molekulargenetischen Markern zeigte sich in unserem Kollektiv ein Auftreten der
heterozygoten Faktor V-Mutation mit 5 %, eine homozygote Faktor V-Mutation mit 0,07 %,
eine heterozygote Faktor II-Mutation mit 11,2 % und eine homozygote Faktor II-Mutation mit
0,2 %. Im weiblichen Kollektiv von Dulicuek et al. trat eine Faktor V-Mutation bei 40 % der
Patientinnen und eine Faktor lI-Mutation bei 4 % auf. Die Gruppe unterscheidet nicht in hete-
ro- und homozygote Mutationen. Christiansen et al. fanden ebenfalls in einem weiblichen
Kollektiv (n = 272) eine Faktor V-Mutation bei 19 % und eine Faktor II-Mutation bei 6 %
(Christiansen et al. 2005 5). Das Kollektiv von Christiansen et al. stammte aus den Nieder-
landen und jede Patientin wies zumindest eine tiefe Beinvenenthrombose auf. Santamaria et
al. analysierten 325 Frauen mit einer positiven Familienanamnese auf Thromboseneigung.
Sie wiesen zu 8 % eine Faktor V-Mutation und zu 24 % eine Faktor [I-Mutation nach
(Santamaria et al. 2001). Mitic et al. untersuchten 202 Patientinnen aus Serbien mit erstma-
liger vendser Thrombose, die in der Schwangerschaft oder im Kindbett stattgefunden hat. In
deren Kollektiv trat eine Faktor V-Mutation bei 22,3 % und eine Faktor lI-Mutation bei 10,4 %
der Patientinnen auf (Mitic et al. 2011). Martinelli et al., die ebenfalls Frauen mit schwanger-
schafts-assoziierten Thrombosen untersuchten fanden vergleichbare Pravalenzen, wie Mitic
et al. (Martinelli et al. 2002). Gerhard et al. jedoch wies in deren Kollektiv, das ebenfalls aus
Frauen mit schwangerschafts-assoziierten Thrombosen bestand, héhere Pravalenzen als in
der Studie von Mitic et al. auf. In ihrem Kollektiv zeigte sich eine Faktor V-Mutation bei 43,7
% und eine Faktor II-Mutation bei 16,9 % der Patientinnen (Gerhardt et al. 2000). Es zeigten
sich, im Vergleich zwischen unserem Kollektiv und den Kollektiven der andern aufgezeigten
Studien, die alle ausschlieBlich Frauen untersuchten, Unterschiede in den Pravalenzen. Die-
se konnten an einer abweichenden Selektion der Patientinnen und an einer divergierenden
ethnischen Zusammensetzung der Kollektive liegen (White und Keenan 2009). Das Kollektiv
von Mitic et al. lag beispielsweise in einem Altersabschnitt von 17 bis 42 Jahren, da sie sich
nur auf schwangerschafts-assoziierte Thrombosen konzentrierten. Hierdurch kdnnen Abwei-
chungen zu unserem Kollektiv, das alle Patientinnen ab einem Alter von 18 bis 43 Jahre in

die Studie einschloss, entstanden sein.

Cardiolipin-Antikérper IgG fanden wir bei 1,7 %, Cardiolipin-Antikérper IgM bei 1,5 %, R,-
GPI-Antikdrper 1gG bei 7,7 % und Lupus-Antikoagulans (LAC-Screen-Test) bei 2,6 % des
Patientinnenkollektives. Dulicuek et al. fanden in deren weiblichem Kollektiv Cardiolipin-
Antikérper bei 5 % (Dulicuek et al. 2002). Ogunyemi et al. untersuchten 30 schwangere
Frauen mit einer venésen Thrombose oder einer Lungenembolie. Sie wiesen bei 20 % des
Patientinnenkollektives Cardiolipin-Antikérper 1gG, bei 10 % Cardiolipin-Antikérper IgM und
bei 7 % Lupus Antikoagulans nach (Ogunyemi et al. 2003). Bergrem et al. fanden im Gegen-
satz zu Ogunyemi et al. niedrigere Pravalenzen der Antiphospholipid-Antikérper. Sie unter-

suchten ein Kollektiv, das aus 299 Frauen mit einer erstmaligen vendsen schwangerschafts-
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assoziierten Thrombose bestand, und wiesen bei 0,7 % des Kollektives Cardiolipin-
Antikérper 1gG, bei 1,7 % Cardiolipin-Antikdrper IgM, bei 0,7 % [R,-GPI-Antikérper IgG und
bei 1,3 % Lupus-Antikoagulans nach (Bergrem et al. 2010). Diese Daten sind vergleichbar
mit unseren Pravalenzen in einem weiblichen Kollektiv mit einem Verdacht auf Throm-
boseneigung. Die Schwankungen in den Pravalenzen von jeweils einem Kollektiv mit vené-
sen Thrombosen bzw. in unserer Studien mit dem Verdacht auf eine Thromboseneigung
stellen die Schwierigkeit dar, die Pravalenzen der Antiphospholipid-Antikérper verschiedener
Studien zu vergleichen, da es keinen Goldstandard fir deren Diagnostik gibt. So verwendet
jedes Labor unterschiedliche Testsysteme mit unterschiedlichen cut-off-Werten. Diese Prob-
lematik wird im zweiten Teil der Studie behandelt. Zusatzlich unterscheiden sich die Pra-
valenzen der Antiphospholipid-Antikdrper in verschiedenen ethnischen Populationen

(Biggioggero und Meroni 2010).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieses Studienteils in einem selektierten Kollektiv das Vor-
liegen verschiedener Parameter, die mit einer Thromboseneigung assoziiert sein kdonnen.
Diese Parameter fanden sich auch in anderen Studien wieder, die vergleichbare aber auch
abweichende Ergebnisse zu unseren Ergebnissen aufwiesen. Die im ersten Teil unserer
Studie erhobenen Daten dienten zusatzlich der Einschatzung der Pravalenzen der Antiphos-
pholipid-Antikérper und als Vorbereitung des zweiten Teils, in dem auf die Diagnostik der

Antiphospholipid-Antikdrper bei Patientinnen mit stattgehabten Abort eingegangen wurde.
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4.2 Teil 2 und 3: Proben aus Zuweiserkollektiv und Verum-

gruppe
Im zweiten Teil der Studie wurden verschiedene laboranalytische Verfahren zur Bestimmung
von Cardiolipin- und R,-GPI-Antikérpern eingesetzt. Dazu wurden moderne vollautomatisierte
Analysesysteme untereinander, mit einem semi-automatisierten Testverfahren und einem
handischen Test mittels Proben von Patientinnen mit einem oder mehreren Aborten in der
Anamnese verglichen. Als Kontrollgruppe wurden Proben von Patienten und Patientinnen mit
systemischen Lupus erythematodes verwand. Ziel dieses Teils der Studie war der Vergleich
der Ergebnisse und Methoden. In Folge sollten hieraus Rickschlisse auf die Interpretation

labormedizinischer Daten fur den klinischen Alltag abgeleitet werden.

Zunachst wird in der Diskussion auf die Thrombophilie-Parameter eingegangen, um auf pa-

thologische Auffalligkeiten im Patientinnenkollektiv einzugehen.

4.21 Thrombophilie

Unser Patientinnenkollektiv im prospektiven Teil 2 der Studie besteht aus Patientinnen deren
Blutproben entweder von niedergelassenen Gynakologen in das AesculLabor der Abteilung
fur Hdmostaseologie eingesendet wurden oder von ambulanten Patientinnen des Aescula-
bors aus der Abteilung fiir Hdmostaseologie. Alle Patientinnen hatten auf dem Uberwei-
sungsschein einen Hinweis auf einen Abort. Bei diesen selektierten Patientinnen hatten wir
somit die Annahme einer Thrombophilie. Je nach Anforderung erfolgte ein vollstandiges bzw.
unvollstdndiges Thrombophilie-Screening vor. Insgesamt lag bei 94 von 162 Patientinnen ein
vollstandiges Thrombophilie-Screening vor, einschlieRend Protein C, Protein S, Antithrombin,
Faktor Il- und Faktor V-Mutation.

4211 Protein C-, Protein S- und Antithrombin-Mangel

In unserem Patientinnenkollektiv traten pathologische Protein C-Werte zu 10,7 % bei 122
vorliegenden Bestimmungen der 164 Patientinnen (n=122/164), pathologische Protein S-
Werte zu 4,7 % (n=128/162) und pathologische Antithrombin-Werte zu 5,7 % (n=122/162)
auf. Die Patientinnen wiesen alle mindestens einen Abort auf (n=162). Die Verteilung der
Aborte ist in Kapitel 3.2.2 dargestellt. In einer Studie von Raziel et al., die ein Abortkollektiv
im Vergleich mit einer Kontrollgruppe ohne Aborte untersuchten und im Abortkollektiv ver-
mehrte thrombophile Auffalligkeiten fanden, zeigte sich ein Protein C-Mangel zu 5,5 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 2,5 %, ein Protein S-Mangel zu 10 % gegentber 2,5 % in
der Kontrollgruppe und in beiden Gruppen kein Antithrombin-Mangel (Raziel et al. 2001).

Unsere Studie zeigt im Vergleich zu Raziel et al. eine hbéhere Inzidenz des Protein C-

-95-



Mangels und des Antithrombin-Mangels, jedoch eine geringere Inzidenz eines Protein S-
Mangels. Die Unterschiede kdnnen darauf beruhen, dass Raziel et al. ein kleineres Kollektiv
untersuchten. In deren Abortkollektiv befanden sich 36 Patientinnen und in der Kontrollgrup-
pe 40 Patientinnen. In unserer Studie hatten wir 122/162 Protein C-, 128/162 Protein S- und
122/162 Antithrombin-Bestimmungen, wodurch unsere Studie mdglicherweise aussagekraf-
tiger ist.

Einschrankend muss angemerkt werden, dass in dieser Studie keine direkte Kontrollgruppe
im Sinne von Patientinnen ohne eine Anamnese eines Abortes herangezogen wurde. Dies
begriindete sich dadurch, dass wir vorrangig Methoden fiir die Analyse von Antiphospholipid-
Antikérpern untersuchten und uns fir ein selektiertes Kollektiv von Patienten mit einem sys-
temischen Lupus erythematodes entschieden hatten. Bei diesen Patienten ist grundsatzlich
von einer héheren Inzidenz von Antiphospholipid-Antikérpern auszugehen (Day et al. 1998,
Hochberg 1997, Tan et al. 1982), so dass sie als ,Positivkontrolle“ fungierte. Raziel et al.
schrankte sein Kollektiv stark ein. In dem von ihm untersuchten Kollektiv hatten die Patien-
tinnen zwischen 3 und 9 Aborte oder zwei Aborte, die von einer intrauterinen Wachstumssto-
rung oder einer Placenta-Ablésung gefolgt wurden. Desweiteren wurden die Patientinnen auf
uterine Anomalien, metabolische und hormonelle Stérungen, chromosomale Anomalien, In-
fektionen und Autoimmunerkrankungen untersucht und bei einem auffalligen Befund aus der
Studie ausgeschlossen. Das Kontrollkollektiv bestand aus gesunden Frauen, die bereits eine
bis vier erfolgreiche Schwangerschaften hatten und keinerlei thrombotisches Ereignis (Raziel
et al. 2001). Im Gegensatz dazu lagen bei unserer Studie keine Ausschlusskriterien vor. Wir
schlossen alle Patientinnen mit einem Hinweis auf Abort ein. Unsere Patientinnen wiesen
zwischen einem und 10 Aborten auf. Desweitern schlossen wir auch die Patientinnen ein, die
klinische Auffalligkeiten hatten, da ein pathologischer Befund positive Antiphospholipid-
Antikorper nicht ausschlieRt. Durch diese unterschiedliche Auswahl der Patientinnenkollekti-
ve kdnnen Unterschiede in den Ergebnissen erklart werden. Unsere Studie als auch die Stu-
die von Raziel et al. zeigt, dass in einem Kollektiv von Patientinnen, die vermehrt Aborte erlit-
ten, haufiger ein Protein C-, Protein S- und Antithrombin-Mangel auftritt als in einer Kontroll-
gruppe. Auch in weiteren Studien wurde diese Feststellung gemacht (Adelberg und Kuller
2002). D’Uva et al. fanden von der Tendenz vergleichbare Ergebnisse zu unserer Studie
(D'Uva et al. 2008). Sie untersuchten 250 ambulante Patientinnen, die auf Grund von wie-
derholten Aborten an ein Sterilitdts-Zentrum in Siditalien Uberwiesen wurden. Alle Patientin-
nen in der Studie hatten zwei oder mehrere Aborte im ersten Trimester oder ein oder mehre-
re Spataborte. Sie mussten an weiteren Einschlusskriterien einen physiologischen Karyotyp
als auch einen Uterus ohne Pathologien sowie eine physiologische Tubendurchgangigkeit
aufweisen. Ausgeschlossen wurden Patientinnen mit Hypophysen-, Schilddriisenunterfunkti-
on, Hyperprolaktindmie, Lutealinsuffizienz, polyzystischem Ovar, einer entzindlichen oder

infektidsen Erkrankung, Diabetes mellitus, Schwangerschaft, Ubergewicht oder nur einem
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Abort. Die Kontrollgruppe bestand bei D’'Uva et al. aus 75 Frauen, die bereits eine oder meh-
rere erfolgreiche Schwangerschaften ohne Komplikationen (z. B. intrauterine Wachstumssto-
rung, Totgeburt oder Plazenta-Ablésung) hatten. Desweiten durfte die Kontrollgruppe keine
thrombotischen Ereignisse und diese auch nicht bei Verwandten ersten Grades vor dem 65.
Lebensjahr vorweisen. D’Uva et al. fanden einen Protein C-Mangel bei 13 % im Kollektiv im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 2,6 % und einen Protein S-Mangel bei 1,7 % im Kollektiv im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 0 %. Ein Antithrombin-Mangel war in beiden Kollektiven
nicht vorhanden. D’Uva et al. schlie3en sich der These von Sarig et al. an, dass die Inzidenz
thrombophiler Parameter bei Frauen mit wiederholten Aborten erhéht sein kénnte, sofern
keine Ursachen wie z. B. endokrine Erkrankungen und uterine Anomalien vorliegen (Sarig et
al. 2002a). Dieser These kdnnen wir uns nicht anschlieflen, da wir kein Ausschlusskriterium
angewendet haben und trotzdem hdéhere Inzidenzen als D’Uva et al. fanden. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen als auch den Ergebnissen der zuvor beschriebenen Studien fanden
Gris et al. in ihrer Studie, dass ein Protein C-, Protein S- und ein Antithrombin-Mangel bei
Frauen mit rezidivierenden Aborten nicht haufiger vorkam als in ihrer Kontrollgruppe. Sie
untersuchten 500 Frauen mit ungeklarten rezidivierenden Aborten und verglichen die Ergeb-
nisse mit einer Kontrollgruppe, die aus 100 gesunden Mduttern und 50 kinderlosen Frauen
bestand (Gris et al. 1997). Mdglicherweise fanden sie keine erhdhte Inzidenz, da die Kon-
trollgruppe nicht allein aus gesunden Frauen, die bereits erfolgreiche Schwangerschaften
hatten, bestand. Es besteht die Moglichkeit, dass kinderlose Frauen nicht schwanger gewor-
den sind, da sie moglicherweise einen Protein C-, Protein S- oder Antithrombin-Mangel vor-

liegen hatten.

Nach Preston et al. scheint das Risiko fiir einen Abort durch einen Protein C- oder Protein S-
Mangel nicht erhéht (OR 1,4 [95 % Cl: 0,9-2,2] und 1,2 [95 % CI: 0,7-1,9]). Hingegen scheint
das Risiko fur eine Totgeburt moderat erhoht zu sein (Preston et al. 1996). Ergdnzend ent-
deckten Preston et al., dass vor allem Patientinnen mit einem Antithrombin-Mangel ein er-
héhtes Risiko fir eine Totgeburt (OR 5,2 [95 % CI: 1,5-1,8]) bzw. einen Abort (OR 1,7 [95 %
Cl: 1,0-2,8]) haben (Preston et al. 1996). Sanson et al. fanden im Gegensatz dazu, dass
Patientinnen mit einem Protein C-, Protein S- oder Antithrombin-Mangel einen zweifachen
(95 % CI: 1,2-3,3; p<0,003) Anstieg des Abortrisikos haben (Sanson et al. 1996). Jedoch gibt
es unseres Wissens nach keine Studie daruber, die Patientinnen mit Antithrombin-Mangel
und wiederholten Aborten untersucht. Dies erweist sich als schwierig, da die Pravalenz des

Antithrombin-Mangels sehr niedrig ist (Adelberg und Kuller 2002).

42.1.2 Faktor ll-Mutation

Die Faktor lI-Mutation trat in unserem Kollektiv zu 5,2 % (n=97) auf. In allen Fallen handelt

es sich um eine heterozygote Mutation. In anderen Studien, die Patientinnen mit wiederhol-
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ten Aborten untersuchten, lag die Pravalenz einer Faktor ll-Mutation bei 2 % bis 11 %, im
Gegensatz zu unauffalligen Schwangerschaften mit 0,8 bis 2 % (Foka et al. 2000, Pihusch et
al. 2001, Reznikoff-Etievant et al. 2001, Souza et al. 1999). Unser Kollektiv zeigt damit, wie
die vorherigen Studien, eine erhéhte Pravalenz der Faktor II-Mutation bei Patientinnen mit
einem oder mehreren stattgefundenen Aborten. Andere Autoren fanden jedoch keinen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen Aborten und der Faktor II-Mutation (Brenner et al. 1999,
Kutteh et al. 1999, Wramsby et al. 2000). Verdeutlicht wird dieser Zusammenhang in einer
Metaanalyse von Krabbendam et al. Sie stellten 11 Studien einander gegeniber und fanden
fur die Faktor II-Mutation heraus, dass drei der Studien einen Zusammenhang zwischen Fak-
tor II-Mutation und wiederholten Aborten zeigten, diese sich aber in den Ergebnissen unter-
scheiden (Krabbendam et al. 2005). Diese Unterschiede beruhen nach Krabbendam et al.
auf den verschiedenen Studienpopulationen (Amerikaner versus Brasilianer versus Grie-
chen), unterschiedlichen Kontrollgruppen und einer unterschiedlichen Definition eines wie-
derholten Abortes. Unterschiede der Ergebnisse der 11 untersuchten Studien liegen wahr-
scheinlich auch an einem abweichenden Studiendesign, an unterschiedlichen Studientypen
oder an divergierenden Einschlusskriterien. Foka et al. untersuchte 80 griechische Frauen,
die mindestens zwei oder mehr spontane Aborte erlitten hatten (Foka et al. 2000). Die Frau-
en wurden aus der universitdren Frauenklinik rekrutiert. Sie wurden auf Autoantikoérper, hor-
monelle Stérungen, Gerinnungsstérungen, uterine Anomalien und Karyotyp-Abweichungen
untersucht, aber bei Auffalligkeiten nicht ausgeschlossen. Keine Patientin hatte anamnes-
tisch ein thrombotisches Ereignis. Diese Studie ist mit unserer vergleichbar, da wir ebenfalls
keine Patientin auf Grund von pathologischen klinischen Veranderungen als auch Verande-
rungen im Gerinnungslabor ausgeschlossen haben. Jedoch weisen die Patientinnen von
Foka et al. alle zwei oder mehr spontane Aborte auf. Unsere Patientinnen hatten teilweise
auch einen Abort. Desweiteren weist die Studie von Foka et al. ein Kontrollkollektiv von 100
Frauen vor, die zumindest eine erfolgreiche Schwangerschaft durchliefen und keinen Abort
hatten. Foka et al. fanden eine Pravalenz der Faktor |I-Mutation bei 9 % ihrer Patientinnen im
Vergleich zu 2 % in der Kontrollgruppe (OR 4,7 [95 % CI: 0,9 — 23]; p= 0,038) (Foka et al.
2000). Raziel et al. schlossen in ihr Patientinnenkollektiv Frauen ohne pathologische Auffal-
ligkeiten (siehe 4.2.1.1) auer ungeklarten habituellen Aborten ein. Sie fanden eine Pra-
valenz von 5,5 % (n= 36) im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe mit 2 % (n= 40) (Raziel et al.
2001). D’Uva et al. wiesen in ihrer Studie, die 250 ambulante siiditalienische Patientinnen,
mit keinen weiteren Auffalligkeiten, au3er zwei oder mehr Aborten im ersten Trimester oder
einem oder mehreren Spataborten umfasste (siehe 4.2.1.1), einen signifikanten Unterschied
in der Pravalenz von 15 % im Patientinnenkollektiv im Gegensatz zu 2,6 % im Kontrollkollek-
tiv (p= 0,001) nach (D'Uva et al. 2008). Eine zusammenfassende Bewertung findet sich in

einer Metaanalyse von Rey et al. aus dem Jahr 2003. Hier zeigt sich, dass das Vorliegen
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einer Faktor II-Mutation mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit mit wiederholten Aborten zu-

sammenhangt (Rey et al. 2003).

4.21.3 Faktor V-Mutation

Die Faktor V-Mutation wurde in unserem Patientinnenkollektiv mit 11,2% (n=107) in hetero-
zygoter Form nachgewiesen. Dies spiegelt eine leichte erhdhte Inzidenz im Gegensatz zur
Bevdlkerung in Europa, wobei ein Nord-Sud-Gefélle zu beachten ist, mit 3 bis 7 % wieder,
aber nicht im Vergleich zu einem Kollektiv mit Patientinnen mit einer thromboembolischen
Erkrankung. In einem Kollektiv mit thromboembolischen Erkrankung ist die heterozygote
Faktor V-Mutation in 20 bis 40 % der Patientinnen zu finden (Adelberg und Kuller 2002). Die
Unterschiede sind wahrscheinlich auf die Selektion von Patientinnen mit Abort des jeweiligen

Kollektivs und regionale Unterschiede zurickzuflihren.

In Fall-Kontrollstudien (Brenner et al. 1999, Foka et al. 2000, Grandone et al. 1997,
Reznikoff-Etievant et al. 2001, Sarig et al. 2002b, Younis et al. 2000, Wramsby et al. 2000,
Souza et al. 1999, Ridker et al. 1998) sowie Metaanalysen (Rey et al. 2003, Krabbendam et
al. 2005) die den Zusammenhang der Faktor V-Mutation und ungeklarten Aborten untersuch-
ten, zeigten sich Pravalenzen von bis zu 48 %. Die Mehrzahl der Studien wiesen auf einen
Zusammenhang zwischen einer Faktor V-Mutation und einem thrombotischen bzw. einem
Abortgeschehen hin. In anderen Studien konnten jedoch keine erhéhten Pravalenzen bei
Patientinnen mit Abort nachgewiesen werden (Kutteh et al. 1999, Lindqvist et al. 1999). Die
Unterschiede der Pravalenzen lassen sich vermutlich auf die verschiedenen Zusammenset-
zungen der Patientinnenkollektive zurtckfihren. D’'Uva et al. fanden in ihrem Patientinnen-
kollektiv eine Pravalenz der heterozygoten Faktor V-Mutation von 5,2 % (n= 115) im Gegen-
satz zu ihrem Kontrollkollektiv von 1,3 % (n= 75). Ihr Patientinnenkollektiv bestand aus Pati-
entinnen mit zwei oder mehr Aborten im ersten Trimester oder einem oder mehreren Spat-
aborten ohne sonstige Auffalligkeiten (D'Uva et al. 2008). Raziel et al. hatte ein dhnliches
Patientinnenkollektiv. Sie schlossen ebenfalls Patientinnen mit pathologischen Auffalligkeiten
auler mit unerklarlichen habituellen Aborten aus ihrer Studie aus (Raziel et al. 2001). Sie
konnten eine Faktor V-Mutation bei 17 % (n= 36) im Vergleich zum Kontrollkollektiv mit 5 %
(n=40) nachweisen (Raziel et al. 2001). Foka et al. fanden in ihrem Patientinnenkollektiv mit
griechischen Frauen mit zwei oder mehr spontanen Aborten zu 19 % (n= 80) im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit 4 % (n= 100; OR 5,5; [95 % CI: 1,7 — 17]; p= 0,003) eine heterozygote
Faktor V-Mutation (Foka et al. 2000).

Desweiteren wird in manchen Studien nicht in heterozygote und homozygote Mutation unter-
schieden, z. B. in der Studie von Vora et al. (Vora et al. 2008). In weiteren Studien wurde

explizit auf diesen Unterschied eingegangen (Adelberg und Kuller 2002, D'Uva et al. 2008,
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Foka et al. 2000, Raziel et al. 2001). Es zeigte sich, dass Tragerinnen einer homozygoten
Mutation gegeniber Tragerinnen mit einer heterozygoten Mutation ein zweifach héheres
Abortrisiko und ein fiinffach héheres Risiko fiir eine Totgeburt haben (Brenner et al. 1999,
Meinardi et al. 1999). In der Metaanalyse von Rey et al. aus dem Jahre 2003 wird eine zu-
sammenfassende Bewertung dargestellt. Sie fanden heraus, dass eine Faktor V-Mutation mit
wiederholten Aborten im ersten Trimester zusammenhangen kann. Dieser Zusammenhang
ist starker bei wiederholten Spataborten und wiederum starker, wenn andere Ursachen eines
Abortes ausgeschlossen werden. Hinzufligend entdeckten sie, dass ein einmaliger Spatabort

ebenfalls mit einer Faktor V-Mutation assoziiert ist (Rey et al. 2003).

422 Mogliche Ursachen eines Aborts

Ein Abort kann aus verschiedensten Griinden erfolgen. Wir wollten herausfinden, ob die ge-
sammelten Proben mit einem Hinweis auf einen Abort, als mégliche Ursache eine Thrombo-
philie, vor allem das Vorliegen von Antiphospholipid-Antikdrpern, haben. Die Pravalenz von
Antiphospholipid-Antikdrpern bei Frauen mit wiederholtem Abort betragt zwischen 12 und 40
% (Alijotas-Reig et al. 2010, Empson et al. 2002, Lockwood et al. 1989, Parazzini et al. 1991,
Zammiti et al. 2006, Reznikoff-Etievant et al. 1999).

4221 Antiphospholipid-Antikorper

In verschiedenen Studien wurde versucht, den Zusammenhang zwischen wiederholten
Abortgeschehen und Antiphospholipid-Antikérpern nachzuweisen. In unserer Studie konnten
3 Patientinnen, die alle einen oder mehrere Aborte erlitten hatten, mit allen Methoden fir
einen oder zwei dieser Antikorper positiv getestet werden. Durch unser Studiendesign ist es
schwierig eine Aussage uber den kausalen Zusammenhang zwischen Antiphospholipid-
Antikérpern und Aborten zu treffen, da wir die Patientinnen nicht im Schwangerschaftsverlauf
betrachtet haben, nicht klinisch untersucht haben und keine ausfihrliche Anamnese erhoben
werden konnte. Im Mittelpunkt unserer Studie lag die Diagnostik der Antiphospholipid-
Antikorper. Hierbei stellte sich heraus, dass bei detaillierter Analyse von finf aktuellen Test-

systemen eine geringe Ubereinstimmung der Testergebnisse vorlag.

Laut Vinatier et al. sind Antiphospholipid-Antikérper fir 5 bis 40 % wiederholter Aborte ver-
antwortlich (Vinatier et al. 2001). Lynch et al. beobachteten ihr Studienkollektiv, das aus 389
kinderlosen Frauen mit aktuell unauffalliger vorliegender Schwangerschaft bestand. Sie stell-
ten fest, dass das Auftreten von Antiphospholipid-Antikérpern wahrend ihrer ersten Untersu-
chung vor der 25. SSW mit einem erhdhten Risiko fiir einen Schwangerschaftsverlust assozi-
iert ist (Lynch et al. 1994). Auch Lockwood et al. konnten ein erhdhtes Risiko in diesem Zu-
sammenhang ermitteln. Sie untersuchten das Risiko von Antiphospholipid-Antikérpern in

Bezug auf einen Abort bei Frauen mit einer unauffalligen Schwangerschaft. Sie fanden ein 7-
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bis 8-fach erhéhtes Risiko fur einen Abort bei Schwangeren mit Antiphospholipid-Antikérpern
(Lockwood et al. 1989). Rai et al. wiederum konnten eine Neigung zu Mehrfachaborten bei
Patientinnen mit Antiphospholipid-Antikérpern nachweisen (Rai et al. 1995). Uber den Zeit-
punkt des Abortes zeigen die Studien keine deutliche Ubereinstimmung, da sie unterschied-
liche Haufungen der Aborte in Bezug auf die Schwangerschaftswochen fanden. Beispiels-
weise wurde in einer prospektiven Studie festgestellt, dass bei Patientinnen mit bereits statt-
gefundenen Spataborten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit Lebendgeburten An-
tiphospholipid-Antikérper, vor allem die die gegen Cardiolipin gerichtet sind, nicht mit einem
erhdhten Risiko an Friihaborten einhergeht (Simpson et al. 1998). Im Gegensatz zu Simpson
et al. legte Rai et al. dar, dass die Aborte, die mit Antiphospholipid-Antikdrpern zusammen-
hangen, im ersten Trimester stattfinden (Rai et al. 1995). Haywood und Brown sowie Simp-
son et al. berichteten hingegen, dass zwischen Antiphospholipid-Antikorpern und Aborten im
zweiten Trimester eine Verbindung besteht (Simpson et al. 1998, Haywood und Brown
1991). Higashiro et al. stellten fest, dass Antiphospholipid-Antikdrper haufiger bei Frauen mit

wiederholten Spataborten nachzuweisen waren (Higashiro et al. 1998).

Aborte von Schwangeren bei denen Antiphospholipid-Antikérper nachweisbar waren sind
durch plazentare Thrombosen und Infarkte gekennzeichnet. Haufig sind aber auch entziind-
liche Prozesse festzustellen z.B. eine Vakulitis der Gefalle der Plazenta (Bick und Baker
1994, Szczepanski et al. 1998). Man vermutet, dass die Antiphospholipid-Antikérper, vor
allem R,-GPI, sowohl das klassische als auch das alternative Komplementsystem aktivieren.
Es kdnnte sein, dass die Proteine des Komplementsystems Trophoblastenzellen verletzen,
Monozyten und Neutrophile rekrutieren als auch aktivieren, die Abgabe von tissue factor
férdern und somit einen Abort erzeugen kdénnten. Ebenfalls freie Radikale und proteolytisch
wirksame Proteine kénnten die Trophoblastenzellen angreifen und gleiche Folgen hervorru-
fen. Eine Hochregulation von tissue factor kann eine Koagulationskaskade starten, die zur
Thrombose fihrt (Alijotas-Reig und Vilardell-Tarres 2009, Chu 2006). Pierangeli et al.
schreiben jedoch, dass Antiphospholipid-Antikérper als Risikofaktor flir Thrombosen
und/oder Schwangerschaftskomplikationen schwer zu beurteilen sind, da wenige umfassen-
de prospektive Studien Uber diesen Zusammenhang vorhanden sind. Die Studien, die dazu
zu finden sind, haben Uberwiegend ein sehr kleines Kollektiv, Selektionsverzerrungen, eine
hohe Anzahl von Komorbiditdten, sind retrospektiv, bestehen zum Teil aus einer Fall-
Kontroll-Studie oder weisen keine Kontrollgruppe auf (Pierangeli et al. 2011). Desweiteren
wurden nach Meinung von Pierangeli et al. in einer Vielzahl der Studien eine inadaquate
oder unvollstdndige Datenanalyse durchgefiihrt. Probleme zeigen sich in niedrigen cut-off-
Werten, einer nur einmal durchgefiihrten Messung und einer geringen Standardisierung
(Reber et al. 2008). Studien, die tUber Antiphospholipid-Antikérper als Risikofaktoren berich-

ten, sollten demnach kritisch beurteilt werden.
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Abou-Nassar et al., die unter anderem den Zusammenhang zwischen Antiphospholipid-
Antikérpern und Plazentakomplikationen mittels Metaanalyse untersucht haben, kamen zu
ahnlichen Schlussfolgerungen, wie Pierangeli et al. Sie konnten einen Zusammenhang zwi-
schen dem Vorliegen von Lupus-Antikoagulans, Cardiolipin-Antikérpern und [,-GPI-
Antikérpern mit Plazentakomplikationen ermitteln. Jedoch zeigte sich, dass die meisten der
ausgewerteten Studien eine zu geringe Patientinnenanzahl hatten, Selektions- und Recall-
Verzerrungen auftraten, die einzelnen Kollektive sehr unterschiedlich waren, verschiedene
cut-off-Werte verwendet wurden und die Zeitpunkte der Antikdrpertestungen und deren Wie-
derholung verschieden gewahlt wurden, um einen signifikanten Zusammenhang nachzuwei-
sen. Vor allem Daten uber 3,-GPI sind ihrer Meinung nach insuffizient, weshalb keine defini-
tive Aussage getroffen werden kann, ob zwischen R,-GPI-Antikdrpern und Plazentakomplika-
tionen ein positiver Zusammenhang besteht. Um eine Aussage Uber ein Risiko fur Patien-
ten/Patientinnen mit positiver Testung fir Antiphospholipid-Antikérpern fir Thrombose oder
Schwangerschaftskomplikationen zu treffen, mussten zunachst reprasentative Studien
durchgefihrt werden (Abou-Nassar et al. 2011). In unserer Studie befand sich eine Patientin
mit einem histologischen Befund von multiplen Plazentainfarkten; diese Patientin wurde auf
allen 5 Testsystemen fir Cardiolipin-Antikérper IgG und R,-GPI-Antikoérper 1gG positiv getes-
tet. Bei einer weiteren Patientin mit Plazentainsuffizienz lag jedoch keine positive Testung
auf Antiphospholipid-Antikdrper vor. Aufgrund der geringen Anzahl positiver Befunde kénnen
wir keine eindeutige Aussage Uber den Zusammenhang von Antiphospholipid-Antikdrpern

und Plazentakomplikationen treffen.

4.2.2.1.1 Cardiolipin-Antikérper

Die Pravalenz von Cardiolipin-Antikérpern liegt bei Patientinnen mit wiederholten Aborten 5
und 51 % (Vinatier et al. 2001, Blumenfeld und Brenner 1999). In unserem Kollektiv befan-
den sich positive Proben (hierbei wurden alle nicht negativen Werte als positiv definiert) auf
allen Testsystemen summiert fur Cardiolipin 19G bei 3,0 % (n=24/808 Testungen) und fur
Cardiolipin IgM bei 2,6 % (n=21/807 Testungen).

Vora et al. untersuchten 198 indische Frauen mit drei oder mehr Aborten, die alle unauffalli-
ge Befunde betreffend atiologischer Faktoren fiir einen Abort hatten, unter anderem auf An-
tiphospholipid-Antikérper. In ihrem Kollektiv befanden sich positive Antikérper-Teste fur Car-
diolipin 1gG in 22 % im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe mit 1 %. Die Kontrollgruppe bestand
aus 100 indischen gesunde Frauen mit mindestens einem gesunden Kind, keinen Schwan-
gerschaftskomplikationen, keinen Aborten, keiner vorliegenden aktuellen Schwangerschaft,
keiner Einnahme von oralen Kontrazeptiva und keinen Thrombosen. Cardiolipin-Antikérper

IgM traten im Patientinnenkollektiv mit 19,6 % und im Kontrollkollektiv im ELISA zu 1 % auf.
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Alle Teste wurden nach minimal 4 Monaten wiederholt, um mdgliche Messfehler auszu-
schlieBen (Vora et al. 2008). Mtiraoui et al. rekrutierten 200 Frauen mit drei oder mehr wie-
derholten Aborten aus dem Mutterschaftszentrum des Farhat Hached Krankenhaus in Tune-
sien. Die Patientinnen, die atiologische Faktoren fur die Aborte aufwiesen und/oder eine po-
sitive Eigen- oder Familien-Anamnese flir Thrombosen hatten, wurden aus der Studie aus-
geschlossen. Das Kontrollkollektiv umfasste 200 Frauen mit unkomplizierten Schwanger-
schaften, die hinsichtlich ihres Alters als auch in der Anzahl der Schwangerschaften mit dem
Patientinnenkollektiv Ubereinstimmte. Im Patientinnenkollektiv zeigte sich eine Pravalenz von
20,5 % fir Cardiolipin-Antikérper IgG im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 2,0 % (OR 4,4 - 36;
p<0,001) und von 3,5 % fiir Cardiolipin-Antikdrper IgM im Vergleich zum Kontrollkollektiv von
0,5 % (OR 0,88 — 59; p= 0,07). Die Teste wurden an zwei Zeitpunkten mit einem ELISA
durchgefihrt (Mtiraoui et al. 2007). Bustos et al. fand eine Pravalenz von 15,3 % (n=118) fir
Cardiolipin- Antikérper IgG in seinem Patientinnenkollektiv im Vergleich zu 3,2 % (n= 125) in
der Kontrollgruppe (p< 0,05) und eine Pravalenz von 21,2 % (n=118) fur Cardiolipin-
Antikérper IgM im Gegensatz zum Kontrollkollektiv mit 12,8 % (n= 125; p< 0,05). Das Patien-
tinnenkollektiv von Bustos et al. setzte sich aus Frauen mit drei oder mehr wiederholten
spontanen Aborten aus dem Reproduktionszentrum des Krankenhauses in Buenos Aires in
Argentinien zusammen. Die Patientinnen wurden hinsichtlich Ursachen eines Abortes unter-
sucht und bei auffalligen Befunden ausgeschlossen. Die Kontrollgruppe umfasste Frauen,
die mindestens zwei Kinder und keinen Abort hatten. Die Cardiolipin-Antikbrper Teste wur-
den auf einem ELISA mit Sigma C-1649 Testkit (Sigma, St. Louis, USA) durchgefuhrt
(Bustos et al. 2006). Vora et al., Mtiraoui et al. und Bustos et al. konnten durch ihre Studien
einen positiven Zusammenhang von Cardiolipin-Antikérpern und wiederholten Aborten ermit-

teln.

Vergleicht man die Pravalenzen der Cardiolipin-Antikdrper von Vora et al., Mtiraoui et al. und
Bustos et al. mit den Pravalenzen unserer Studie, lasst sich feststellen, dass wir niedrigere
Pravalenzen aufweisen und uns nicht der Aussage eines deutlichen positiven Zusammen-
hangs zwischen Cardiolipin-Antikdrpern und Aborten anschlielen kénnen. Dies kann daran
liegen, dass die verschiedenen Studien andere ethnische Gruppen als wir untersuchten und
Antikérper in ethnisch verschiedenen Gruppen mit unterschiedlicher Haufigkeit auftreten
(Uthman und Khamashta 2005). Dies ist mdglicherweise ebenfalls eine Begriindung, warum
die Kontrollgruppe von Bustos et al. eine Pravalenz fir Cardiolipin-Antikorper IgM von 12,5
% aufweist. Eine weitere Ursache flr unsere niedrigeren Pravalenzen ist, dass wir die 162
Proben insgesamt auf jeweils 5 Testsystemen auf Cardiolipin-Antikérper untersuchten und
damit eine bessere Objektivitat aufweisen, da jedes Testsystem eine unterschiedliche Sensi-
tivitat, Spezifitdt und einen unterschiedlichen cut-off-Wert hat. Zwar haben Mtiraoui et al. und

Vora et al.,, nach Vorgaben der Sapporo-Kriterien nach einem Zeitintervall, die Testungen
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wiederholt, jedoch auf einem einzelnen Testsystem. Mdglicherweise ist deren jeweiliger ELI-
SA sehr empfindlich Antikérpern gegenliber oder sie verwanden jeweils einen niedrigen cut-
off-Wert. Durch Unterschiede in den Testsystemen, kdnnen die Ergebnisse der einzelnen
Studien beeinflusst worden sein. Einige Studien zeigten geringe Ubereinstimmungen in den
Ergebnissen von Cardiolipin-Antikérper-Testen, sowohl bei kommerziellen als auch bei inter-
nen Methoden (Favaloro et al. 2005, Pengo et al. 2007). Unsere Ergebnisse wurden durch
ein einzelnes Testsystem, vergleichbar mit denen anderer Studien, weniger beeinflusst, da
wir die Ergebnisse von 5 Testsystemen in die Pravalenz einflieBen lielen. Méglicherweise
liegen die geringeren Pravalenzen auch an unserem Patientinnenkollektiv, da wir Patientin-
nen mit einem und mehr Aborten und nicht allein mit habituellen Aborten hatten und wir kei-
ne Patientin auf Grund von &tiologischen Faktoren ausgeschlossen hatten. Diese Proben
gehen finfmal in den Vergleich ein, womit sich mdgliche ungtinstig gewahlte Proben starker
auf die Pravalenzen auswirken, als wenn diese nur einmal gewertet werden. Dies macht ei-

nen Vergleich der Pravalenzen womaoglich schwierig.

Bei detaillierter Betrachtung der einzelnen Ergebnisse von Bustos et al. zeigte sich ein signi-
fikanter Zusammenhang fiir Cardiolipin-Antikérper IgG als auch Cardiolipin-Antikérper IgM
mit wiederholten Aborten (Bustos et al. 2006). Diesen signifikanten Zusammenhang ermittel-
ten andere Fall-Kontrollstudien ebenfalls (Unander et al. 1987, Parazzini et al. 1991, Parke et
al. 1991). Mtiraoui et al. fanden keinen signifikanten Zusammenhang fir Cardiolipin-
Antikérper IgM und wiederholten Aborten, jedoch fir Cardiolipin-Antikdrper IgG (Mtiraoui et
al. 2007). Die Ergebnisse von Nielsen und Christiansen decken sich nicht mit denen von
Mtiraoui et al. Sie fanden einen signifikanten Zusammenhang zwischen Cardiolipin-
Antikérper IgM und wiederholten Aborten (OR 0,34; [95 % CI: 0,2 — 0,7]; p = 0,01), aber nicht
fur Cardiolipin-Antikérper IgG (Nielsen und Christiansen 2005). Die Resultate von Lynch et
al. wiederum gleichen denen von Mtiraoui et al. (Lynch et al. 1994). Sie stellten ebenfalls
Cardiolipin-Antikérper IgG als besseren Vorhersageindikator flir einen Zusammenhang mit
wiederholten Aborten als Cardiolipin-Antikérper IgM dar. Diese Aussage deckt sich mit der
von Unander et al. Unander et al. stellten fest, dass Cardiolipin-Antikérper IgM der schwa-
chere Vorhersageindikator sind, da eine hohe Inzidenz von Cardiolipin-Antikdrpern IgM bei
Patientinnen mit Infektionskrankheiten gefunden wurde (Unander et al. 1987). Jedoch vertei-
digen Nielsen und Christiansen ihr Ergebnis dahingegend, dass Cardiolipin-Antikérper IgM
einen signifikanten Zusammenhang mit wiederholten Aborten darstellen, da sie zu Beginn
ihrer Studie ihre Patientinnen auf Infektionskrankheiten untersuchten und keine Erkrankung
vorlag (Nielsen und Christiansen 2005). Im Gegensatz zu Bustos et al. wies Alijotas-Reig et
al. fur seine Studiengruppe (n=25) mit wiederholten Aborten, drei oder mehr ungeklarte Abor-
te vor der 10. SSW umfassend, im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe (n=68), die mindestens

eine unauffallige Schwangerschaft und keinen Abort hatten, keinen signifikanten Zusam-
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menhang zwischen Cardiolipin-Antikérper 1gG und IgM und wiederholten Aborten auf
(Alijotas-Reig et al. 2010). Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den Ergebnissen der
zuvor erwahnten Studien. Moégliche Abweichungen der Ergebnisse kdnnen damit begrindet
werden, dass Alijotas-Reig et al. nur wiederholte Aborte vor der 10. SSW betrachteten und
zusatzlich ein kleines Kollektiv mit 25 Patientinnen hatten. Jedoch sind ihre Ergebnisse
Ubereinstimmend mit denen von Sailer et al., Gris et al. und Galli et al. (Galli et al. 2007, Gris
et al. 2000, Sailer et al. 2006). Galli et al. fanden keine signifikante Assoziation zwischen
Cardiolipin-Antikérpern und deren klinischen Symptomen. Diese Feststellung wird von einem
systematischen Review untermauert. In der Arbeit von Galli et al. konnte gezeigt werden,
dass R,-GPI-Antikdrper eine bessere signifikante Assoziation mit Aborten haben als Cardioli-
pin-Antikérper (Galli et al. 2003).

4.2.21.2 [3,-GPI-Antikorper

In unserer Studie, die 162 Patientinnen mit mindestens einem Abort und keinen Ausschluss-
kriterien in Bezug auf atiologische Faktoren der Aborte untersuchte, ergab sich eine Pra-
valenz von 6,1 % (n=49/808 Testungen) fur R,-GPI-Antikdrper IgG und eine Pravalenz von
1,9 % (n=15/808 Testungen) fur B,-GPI-Antikdrper IgM.

Zammiti et al. untersuchten 172 Frauen mit drei oder mehr ungeklarlichen Schwanger-
schaftsverlusten zwischen der 5. und 20. SSW. Ausgeschlossen wurden Patientinnen mit
einem induzierten Abort, einer Infektion, einer systemischen Erkrankung, uterinen Anoma-
lien, Anomalien des Karyotyps und einer positiven Eigen- und/oder Familien-Anamnese hin-
sichtlich einer Thrombose. Die Kontrollgruppe bestand aus 173 gesunden Frauen mit un-
komplizierten Schwangerschaften. Das Blut wurde 8-12 Wochen nach der letzten Schwan-
gerschaft enthommen und auf 3,-GPI-Antikérper mittels ELISA untersucht. Der zugehdrige
cut-off-Wert lag bei 20 U/ml. Sie fanden heraus, dass die Pravalenzen fur 3,-GPI-Antikorper
IgG (p = 0,414) und IgM (p = 0,502) vergleichbar zwischen der Patientinnenkohorte und der
Kontrollgruppe waren. Mittels Regressionsanalyse konnten Zammiti et al. zeigen, dass R,-
GPI-Antikorper IgM mit wiederholten Aborten innerhalb der 5. bis 10. SSW assoziiert waren
(OR 8,9 [95 % CI: 1,23 — 64,63]; p < 0,05), jedoch nicht mit Spataborten (OR 1,8 [95 % CI:
0,18 — 19,17]). Fir B,-GPI-Antikorper 1gG zeigte sich in der Regressionsanalyse kein signifi-
kanter Zusammenhang flr wiederholte Frih- als auch flr Spataborte. Sowohl fur R,-GPI-
Antikérper IgG wie fiir 3,-GPI-Antikdrper IgM liel® sich kein signifikanter Zusammenhang fiir
die Kombination von wiederholten Frih- und Spataborten aufweisen (Zammiti et al. 2006).
Wir haben die Kombination von Frih- und Spataborten untersucht, wobei der grofite Teil der
Aborte (89,1 %), von denen wir klinische Details vorliegen hatten (n=95 Patientinnen), vor
der 12. SSW stattfand und damit zu den Frihaborten zahlen (nach ICD 10). AuBerdem ha-

ben wir auch Patientinnen mit nur einem Abort betrachtet und nicht wie Zammiti et al. Patien-
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tinnen mit drei oder mehr Aborten. Unsere Pravalenzen fir R,-GPI-Antikérper IgG/IgM sind
vor allem fiir R,-GPI-Antikdrper IgG vergleichbar mit Pravalenzen anderer Studien, die eben-
falls Patientinnen mit Aborten untersuchten. In unserer Studie traten in 6,1 % (49 von 808
Testungen) positive Testungen fiir 3,-GPI-Antikdrper 1IgG und in 1,9 % (15 von 808 Testun-
gen) fur R,-GPI-Antikérper IgM auf. Zammiti et al. wiesen erhdhte Antikdrper-Werte in ihrem
Patientinnenkollektiv fir R,-GPI-Antikdrper 1gG bei 4,7 % (8 von 172 Patientinnen) und fir R,-
GPI-Antikorper IgM bei 2,9 % (5 von 172 Patientinnen) nach. Vora et al. zeigten in ihrem
Patientinnenkollektiv eine Pravalenz von 8,5 % (n= 198) fur B,-GPI-Antikérper IgG auf im
Vergleich zu der Kontrollgruppe mit 1 % (n= 100) und eine Pravalenz von 5,5 % (n=198) fir
R2-GPI-Antikdrper IgM im Vergleich zum Kontrollkollektiv zu 1 % (n=100) auf (Vora et al.
2008). Mtiraoui et al. fanden in ihrem Patientinnenkollektiv, welches Frauen mit drei oder
mehr Aborten zwischen der 5. und 20. SSW umfasste, R,-GPI-Antikérper 1gG zu 4,5 %
(n=200) im Vergleich zum Kontrollkollektiv zu 2,5 % (n=200; OR 0,6 — 5,6; p= 0,42) und B,-
GPI-Antikdrper IgM im Patientinnenkollektiv zu 4,5 % (n=200) im Gegensatz zum Kontrollkol-
lektiv zu 3,0 % (n=200) (OR 0,5 — 4,4; p= 0,6) (Mtiraoui et al. 2007). Mtiraoui et al., die keine
signifikante Erhéhung der R,-GPI-Antikdrper 1I9G und IgM in ihrem Kollektiv im Vergleich zur
Kontrollgruppe fanden, schlief3en sich der Feststellung von Zammiti et al. an, dass es keine
Assoziation zwischen R,-GPI-Antikdrper IgG und IgM und einer Kombination zwischen Frih-
und Spataborten gibt (Mtiraoui et al. 2007). Im Vergleich mit den Pravalenzen der aufgezeig-
ten Studien, kdnnen wir uns hingegen nicht der Aussage von Zammiti et al. anschlielRen,
dass 3,-GPI-Antikdrper IgM mit wiederholten Aborten in der 5. bis 10. SSW assoziiert sind
(Zammiti et al. 2006).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Zammiti et al., die einen Zusammenhang zwischen
R,-GPI-Antikérper IgM und wiederholten Aborten in der 5. bis 10. SSW herausfanden, be-
schreiben andere Studien einen Zusammenhang zwischen R,-GPI-Antikérper IgG und wie-
derholten spontanen Aborten (Alijotas-Reig et al. 2010, Gris et al. 2000, Lee et al. 1999),
weitere beziehen sich wiederum auf R,-GPI-Antikérper IgM (Forastiero et al. 1997,
Mezzesimi et al. 2007), aber nicht auf R,-GPI-Antikérper 1gG (Arnold et al. 2001, Lynch et al.
1999) als potentieller Risikofaktor fir wiederholte Aborte. Eine zusammenfassende Beurtei-
lung findet sich in einer Metaanalyse von Abou-Nassar et al. aus dem Jahr 2011. Hier zeigt
sich, dass es zum Zeitpunkt der Metaanalyse nur ungenigende Daten gab, um einen signifi-
kanten Zusammenhang zwischen R,-GPI-Antikdrpern und Abort zu ermitteln (Abou-Nassar
etal. 2011).

Die Unterschiede der Pravalenzen als auch die unterschiedlichen Zusammenhange von ;-
GPI-Antikdrpern IgG/IgM und wiederholten Aborten liegen moéglicherweise, neben verschie-

dener ethnischer Herklnfte der Kollektive (Uthman und Khamashta 2005) und unterschiedli-
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chen cut-off-Werten der verschiedenen Testsysteme (Reber und de Moerloose 2004), an der
divergierenden Sensitivitdt verschiedener Testsysteme, die in den Studien verwendet wur-
den (Ailus et al. 1996). Z. B. wurde in den Studie von Vora et al., Zammiti et al. als auch von
Mitraoui et al. jeweils ein ELISA verwendet. Die hohe Spezifitdt, die der R,-GPI-Antikdrper
ELISA bietet, kann auch nachteilig sein, da er alle Antikorper, die gegen R,-GPI gerichtet
sind, detektiert. Die R,-GPI-Antikdrper sind eine heterogene Gruppe von Antikdrpern
(Forastiero et al. 1997). So werden auch die Antikérper vom ELISA detektiert, die nicht pa-
thologisch sind und Phospholipid-unabhéngige Antikérper gegen [3,-GPI. Dadurch ist der
Test diagnostisch schwieriger zu beurteilen, als die anderen Teste, die nur auf pathologische
Antikérper ausgerichtet sind. Hinzufligend detektiert der R,-GPI-Antikdrper ELISA auch Anti-
kérper mit einer niedrigen Affinitdt (De Laat et al. 2006). Wir verwanden 5 verschiedene
Testsysteme und addierten die positiven Ergebnisse (hierbei wurden alle nicht negativen
Werte als positiv definiert) auf. Somit sind unsere Ergebnisse nicht von einem Testsystem
abhangig. Jedoch verwendeten wir auf jedem Testsystem die gleichen 162 Proben, um spa-
ter einen Vergleich zwischen den Testsystemen herzustellen. In der Betrachtung der Pra-
valenzen, kann dies aber die Ergebnisse verzerrt haben, wenn unser Kollektiv moglicher-
weise weniger positive Falle als andere Studienkollektive aufweist, da wir im Gegensatz zu

den anderen Studien auch Patientinnen mit einem oder zwei Aborten eingeschlossen haben.

4.2.2.2 Assoziierte Mechanismen

Neben den Antiphospholipid-Antikdrpern kénnen andere Ursachen fiir einen bzw. mehrere
Aborte auftreten. Diese kdnnten in unserer Studie vor allem bei den Patientinnen in Frage
kommen, bei denen keine Parameter in der Labordiagnostik positiv ausfielen. Anatomische
Auffalligkeiten, wie z.B. Uteruspolypen, Myome, Uterusanomalien, Zervixinsuffizienz oder
das Synechien-Ashermann-Syndrom (Verwachsungen bzw. Verklebungen der Gebarmutter-
vorder- und —riickwand) stellen in 9 bis 27 % die Ursache fir einen wiederholten Schwan-
gerschaftsabbruch dar (Steck und Marzusch 1977, Li et al. 2002b, Buchholz et al. 2003). In
unserem Kollektiv wies eine Patientin einen Uterus bicordis und arcuatus auf, eine Patientin
eine Zervixinsuffizienz und zwei Patientinnen eine Plazentainsuffizienz. Die meisten zuvor
dargestellten Studien schlossen Patientinnen mit anatomischen Auffalligkeiten aus (Mtiraoui
et al. 2007, Vora et al. 2008, Zammiti et al. 2006). Jedoch zeigte sich in unserer Studie, dass
die Patientin mit Uterus bicordis und arcuatus auf fast allen Testsystemen positive Werte fur
Cardiolipin-Antikérper IgM und auf vereinzelten Testsystemen positive Werte fur R,-GPI-
Antikérper IgG und IgM hatte. Ebenfalls wurde eine Patientin mit einer Plazentainsuffizienz
mit histologisch multiplen Plazentainfarkten auf allen Testsystemen positiv fir Cardiolipin-

Antikérper IgG und R,-GPI-Antikdrper IgG getestet.
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Desweiteren kénnen genetische Ursachen herangezogen werden. Sie verursachen 50 bis 60
% der Aborte, die im ersten Trimenon stattfinden. Zu den haufigsten genetischen Ursachen
zahlt eine Trisomie, eine Polyploidie oder eine X-Monosomie (Heilmann et al. 2008). In unse-
rem Patientinnenkollektiv lagen in 4,1 % der Falle mogliche genetische Ursachen fur einen
Abort vor. Diese Abweichung liegt moglicherweise daran, dass die Patientinnen mit gene-
tisch verandertem Erbgut des Feten diesen nach Kenntnis dartuber einer Abtreibung unter-

zogen haben und deshalb kein Thrombophiliescreening durchgefihrt wurde.

Auch kénnen hormonelle Ursachen wiederholten Aborten zugrunde liegen. Vermutet wird ein
Einfluss der Schilddrisenfunktion vor allem eine Hypothyreose (Roberts und Murphy 2000).
In unserem Kollektiv kam einmal ein Morbus Basedow vor, jedoch ging dieser mit einer Hy-
perthyreose einher. Ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus stellt ebenfalls einen Risiko-
faktor fur Abortgeschehen dar (Greene 1999). Zu 8,2 % trat eine Gestose wahrend der
Schwangerschaft in unserem Kollektiv auf. Wir kénnen jedoch keine Aussage treffen ob die-
se nicht behandelt wurde und damit fur ein Abortgeschehen verantwortlich sein konnte. Als
weitere hormonelle Ursache kommt die Lutealinsuffizienz oder das polycystische Ovar-
Syndrom in Frage (Li et al. 2002a, Liddell et al. 1997).

Ebenfalls kbnnen immunologische Ursachen eine Rolle spielen. Zum einen kann eine Ab-
stoRungsreaktion des Embryos in Zusammenhang mit den natirlichen Killerzellen stattfinden
oder durch eine Aktivierung von T-Helferzellen, die ihrerseits Zytokine und spezifische
Wachstumsfaktoren ausschutten (Erlebacher et al. 2004). Es kénnten auch infektidse Ursa-
chen oder psychovegetative Ursachen in Betracht gezogen werden (Li et al. 2002b, Liddell et
al. 1991).

Eine Arbeitsgruppe fand eine Korrelation zwischen dem Plasmawert von Lipoprotein(a) und
plasminogen activator inhibitor bei Patienten mit Antiphospholipid-Antikdrpern. Vermutlich
fordert Lipoprotein(a) die Entstehung von thrombotischen Ereignissen, und zwar indem es
mit Plasminogen um die Bindung an Fibrin, Fibrinogen und Endothelzellbindungsstellen kon-
kurriert. Dieser Anstieg von fibrinolytischer Aktivitat ist in der Plazenta verstarkt durch die
lokale Synthese und Abgabe von plasminogen activator inhibitor 2 (Edelberg und Pizzo
1991, Yamazaki et al. 1994).

Ein anderer Mechanismus beschreibt die Entstehung von Thrombosen in der Plazenta durch

Antiphospholipid-Antikérper auf Grund von kompetitiven Interaktionen mit dem plazentalen
Antikoagulans Protein 1 (Triplett 1993).
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423 Testergebnisse

Bei dieser Studie ist hervorzuheben, dass eine sehr grole Datenmenge von Patientinnen
aus ganz Deutschland und ein Querschnitt aus ambulanten Praxen erhoben wurden. Somit
kénnen wir eine Aussage Uber eine breite geographische Verteilung in Deutschland treffen.
Vorliegende Studien wie Bustos et al. und Mtiraoui et al. verwanden Proben von Patientin-

nen, die alle in einem Zentrum des Krankenhauses in Behandlung waren.

Um die Ubereinstimmung der positiven und negativen Testergebnisse der einzelnen Test-
systeme zu zeigen, verwendeten wir das statistische UbereinstimmungsmaR Cohen’s Kap-
pa. Cohen’s Kappa liegt in unserem Abortkollektiv fir Cardiolipin-Antikérper 1gG zwischen
0,31 und 0,66, fur Cardiolipin-Antikérper IgM zwischen -0,03 und 0,49, fir R,-GPI-Antikérper
IgG zwischen 0,08 und 0,80 und fur R,-GPI-Antikérper IgM zwischen 0,21 und 1,0. Dies
zeigt, dass die Ubereinstimmung der einzelnen Geréate sehr stark von schlechter bis guter

Ubereinstimmung schwankt und kein Ansatz von Standardisierung festzustellen ist.

Negative Kappa-Werte konnen maoglicherweise durch eine schlechte Reliabilitat und eine
niedrige Probandenzahl zustande kommen und verschieben den Mittelwert nach unten. Eine
weitere Erklarung fur negative Kappa-Werte ist, dass die beiden Testsysteme weniger Uber-
einstimmen als zuféllig erwartet (Fleiss und Cohen 1973). Werte k < 0,2 verdeutlichen eine
schlechte Ubereinstimmung. Diese tritt im Abortkollektiv bei Cardiolipin-Antikdrpern IgM im

Vergleich zwischen ImmunoCAP 250 und den anderen Testsystemen auf.

In diesem Teil der Studie haben wir die Testsysteme und die Reagenzien eines handischen,
semi-automatisierten und von drei voll-automatisierten Testverfahren getestet und vergli-

chen.

Wirde man eine Extrapolation durchfiihren, wirde sich die Menge der positiven Teste auf
dem ACL AcuStar (IL) noch deutlicher abzeichnen. Ein Trend ware vor allem bei R,-GPI-
Antikérpern festzustellen. Diese Haufung an positiven Ergebnissen im Vergleich zu den an-
deren Testsystemen liegt womdglich daran, dass es sich bei dem Analysegerdt ACL A-
cuStar, wie auch bei Zenit ra (A. Menarini), um eine Immunoassay Technologie handelt und
diese dadurch charakterisiert ist, dass sie niedrige Detektionsgrenzen aufweist (Lowe 1996).
Diese Grenzen sind beim ACL AcuStar moéglicherweise niedriger als bei Zenit ra und bei den
anderen ELISAs.

Diese Abhebung des ACL AcuStars (IL) konnten Pierangeli et al. in ihrem Vergleich zwi-
schen ACL AcuStar (IL), APhL ELISA (Louisville APL Diagnostics, Seabrook, USA) und zwei

weiteren Vollautomaten, einem fluoro-enzyme Immunoassay (Phadia) und BioPlex 2200
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(Bio-Rad, USA) nicht verzeichnen, da sie eine gute Ubereinstimmung zwischen den Ergeb-
nissen, vor allem den positiven Ergebnissen der einzelnen Parameter fanden. Sie untersuch-
ten keine Patientinnen mit Abort, aber 26 Seren von Antiphospholipid-Syndrom-
Patienten/Patientinnen und 21 Kontrollen, die sich aus 14 Proben von gesunden Individuen
und 7 Proben von Patienten mit infektidser Erkrankung zusammensetzten (Pierangeli et al.
2011). Es wurde in der Studie jedoch nicht dargestellt, ob diese Ubereinstimmung auf den
einzelnen Patienten/Patientin bezogen werden konnte oder ob Kappa uber alle Messungen
eine gute Ubereinstimmung ergab. Auf den ersten Blick (siehe Tabelle 7) kénnte man auch
in unserer Studie von einer mittleren bis guten Ubereinstimmung ausgehen. Jedoch haben
wir die einzelnen positiven Proben jedes Testsystems untereinander verglichen und zusatz-
lich das UbereinstimmungsmaR Kappa (siehe Tabelle 8 bis 11) bestimmt, wodurch sich eine

schlechte bis teilweise gute Ubereinstimmung darstellte.

Unterschiedliche Ergebnisse von der gleichen Probe auf unterschiedlichen Geraten kénnen
mit einer unterschiedlichen Wahl des cut-off-Wertes begriindet werden oder durch interne
Unterschiede des jeweiligen Gerates (Reber et al. 1995). Bei den Geraten unserer Studie
handelt es sich um Immunoassay-Technologie. Die Schwierigkeit der einzelnen Hersteller
besteht in Teilen darin, eine Festphase mit einer hydrophilen Substanz, meist einem Antigen,
zu beschichten. Vor allem treten Probleme bei der Immobilisierung eines Antigens auf, da
die Antigene einerseits resistent gegen Beanspruchung z.B. Waschen sein missen und an-
dererseits muss die Prasentation des Antigens so sein, dass es von den nachzuweisenden
Antikérpern erkannt wird (Harris 1992, Pengo et al. 1987, Rombos et al. 1990). Fur den
Nachweis von Antiphospholipid-Antikérpern werden auf der Festphase - haufig sind dies
Mikrotiterplatten - negativ geladene Phospholipide, meist Cardiolipin, immobilisiert (Harris
1992, Rombos et al. 1990, Pengo et al. 1987). Man kann vermuten, dass bei Geraten mit
weniger positiven Ergebnissen das Antigen vermehrt durch den Waschschritt gelost wird und
bei Geraten mit vermehrt positiven Ergebnissen die Antigene starker an der Festphase haf-

ten bleiben.

4231 Vor- und Nachteile der Testsysteme

Der Imtec-ELISA (Human Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH) ist ein handi-
scher Test und dadurch sehr Zeit- bzw. Personal-intensiv. Der ELISA fasst pro Platte 80
Proben und liefert zuverlassig Ergebnisse. Durch die umfassende manuelle Arbeit besteht
die Mdéglichkeit einer Verwechslungsgefahr, indem die Proben wahrend der Verdiinnung und
beim pipettieren in die 96-well-Mikrotiterplatte vertauscht werden. Er eignet sich aus Kosten-
grinden nur fur die Bestimmung vieler Proben, da fiir eine Platte immer eine Standardreihe

angesetzt werden muss und dies sich erst bei mehreren, am besten 80, Proben rechnet.
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Somit entspricht die Zeit, die wir fir die Bestimmung einer Probe mit 4 Parametern angeben,
annahernd der Zeit, die man fir 80 Proben bendtigt. Der ELISA ist flir mehrere Proben ange-
legt. Dadurch unterscheidet sich die Zeit fur die Bestimmung einer Probe kaum von der Zeit
fur 80 Proben.

Das Analysegerat Alegria (Orgentec Diagnostika GmbH) war durch sein integriertes Touch-
screen-System ohne einen weiteren externen Computer selbsterklarend zu bedienen. Der
Alegria umfasst 30 SMC (sensotronic memorized calibration)-Teststreifenplatze. Aus einem
SMC-Streifen kann ein Parameter bestimmt werden. Pro Parameter wird ein SMC-
Teststreifen bendtigt. Somit sind fir die Bestimmung der 4 verschiedenen Antiphospholipid-
Antikérper einer Blutprobe vier TMC-Teststreifen notwendig. Das Gerat unterscheidet nicht
zwischen Citrat und Plasma. Fur eine Diagnostik fir jeweils eine Probe mit 4 Parametern
ware Kapazitat fir 7 Proben gegeben. Die zu bestimmende Blutprobe muss jedoch per Hand
in den SMC-Teststreifen pipettiert werden, ein Arbeitsschritt welcher Personalbedarf erfor-
dert. Hierbei besteht die Gefahr der Vertauschung der Proben. Eine weitere Vertauschungs-
gefahr besteht, in der richtig zugeordneten Eingabe der Teststreifenposition der Probe Uber
den Touchscreen. Vorteilhaft ist, dass Alegria Uber eine interne Kalibration verfugt, die in
jedem Streifen enthalten ist. Es ist somit nicht nétig, dass eine Arbeitskraft diese anfordert
oder durchfihren muss. AuRerdem ist das Gerat wartungsfrei, was ebenfalls einen Zeitauf-
wand einspart. Nachteilig ist, dass das Gerat die Ergebnisse erst dann angibt, nachdem alle
Proben analysiert wurden. Dies bedeutet, umso mehr Anforderungen man an das Gerat
stellt, desto langer dauert es bis man die Ergebnisse erhalt, wobei der Unterschied nicht we-
sentlich ist. Fur 4 SMC-Streifen bendtigt das Gerat 72 min und fir 30 SMC-Streifen 95 min.
Wahrend der Analysen kann man das Gerat nicht unterbrechen, um z.B. einen SMC-Streifen
hinzuzufigen. Wahrend der Batchanalyse ist bei dem Analysegerat Alegria aufgefallen, dass
die Barcodes auf den TMC-Teststreifen nicht zuverldssig erkannt wurden. Nicht gelesene

Barcodes mussten erneut eingelesen werden oder sogar ausgetauscht werden.

Das Analysegerat Zenit ra (A. Menarini Diagnostics) ist nach einer kurzen Einarbeitung leicht
und Ubersichtlich zu bedienen. Es ist ein Vollautomat, wodurch wenig Zeit einer Arbeitskraft
in Anspruch genommen werden muss. Desweiteren ist es ein Standby-Gerat, wodurch Zeit
fur Anschaltvorgange eingespart wird. Die Proben missen einmal vor den Barcodeleser ge-
halten werden und daraufhin innerhalb von 10 Sekunden auf eine freie Position im Proben-
rack gestellt werden. Danach muissen die Anforderungen im Computer eingegeben werden.
Zenit ra hat Stellplatze fir 64 Proben. Nachdem es eine Probe pipettiert hat, kann man be-
reits die nachste Probe hineinstellen. Das Gerat gibt nach jeder Bestimmung einer Anforde-
rung das Ergebnis aus. Wahrend das Gerat die Analysen durchfiihrt, ist es relativ laut. Ein

weiterer Nachteil ist, dass Zenit ra noch keine CE-Zulassung fir Citratproben hat.
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ImmunoCAP 250 (Phadia) wies eine einfache Handhabung auf. Auf einem externen Compu-
ter konnten die Anforderungen eingegeben werden. Zusatzlich besitzt das Gerat einen inte-
grierten Bildschirm, Gber welchen verbildlicht Angaben gemacht werden, wie z.B. der Ful-
lungsstand der Reagenzien. Die Proben wurden in einen Stander gestellt und auf einer
Schiene in das Gerat geschoben, wahrenddessen das Gerat die Barcodes scannt. Es kon-
nen 50 Proben gleichzeitig bearbeitet werden. Sobald die ersten 10 Proben pipettiert sind,
kénnen die nachsten Proben auf dem Stander eingesetzt werden. Nachteilig ist, dass das
Gerat, wahrend es Analysen durchfuhrt, mit keinerlei Reagenzien (z.B. Konjugat-, Verdin-
nungslésung, Start- und Stoppreagenz) nachgeladen werden kann. Ebenfalls kénnen wah-
rend laufender Bestimmungen keine Anforderungen hinzugefiigt werden. Auch kénnen Plat-
ten nicht ausgetauscht werden. Um eine Anforderung hinzuzufiigen, muss das Gerat neu
gestartet werden. Das Gerat kalibriert sich alle 4 Wochen von selbst. Nach jedem Start flhrt

es nur eine Kalibratorkontrolle mittels Kurvenkontrollmessung durch.

ACL AcuStar (IL) ist ein Standby-Gerat und spart dadurch Zeit beim Anschalten ein. Es fasst
30 Proben gleichzeitig. Je 5 Proben stehen in einem Rack. Diese 5 Proben kdnnen durch
neue Proben ersetzt werden, wenn ein Stander pipettiert wurde. Die Software ist Ubersicht-
lich und wird Uber einen externen Computer bedient. Die Mengen der Zusatzreagenzien
(Systemspilung, Triggerlésung) sind in Prozent angegeben, woraus sich die Anzahl der
noch moglichen Analysen nicht ersehen lasst. Das Gerat hat einen hohen Verbrauch an
Spullésung. Es bendtigt z.B. fir 128 Analysen ca. 43% von 5 Litern), ebenfalls einen hohen
Verbrauch an Trigger (Ausléser-Losung). Z. B. verbraucht es fir 128 Analysen 10 % Trigger-
I6sung von insgesamt 250 ml. Der Kuvettenverbrauch ist zusatzlich hoch, da zwei Kuvetten
pro Analyse bendtigt werden. ACL AcuStar unterscheidet als einziger der getesteten Analy-
segerate zwischen Serum- und Citratproben. Weiterhin gibt der ACL AcuStar nach jeder Be-

stimmung einer Anforderung das Ergebnis aus.

Im Netto-Zeitaufwand ergaben sich zwischen den Vollautomaten kaum Unterschiede. Der
handische Test (ELISA) hatte den hoéchsten Zeitaufwand, gefolgt vom semi-automatisierten

Testverfahren beim Analysegerat Alegria.

Jedoch sollte nicht nur der Netto-Zeitaufwand betrachtet werden, sondern auch die Zeit, die
auf das Ergebnis gewartet werden muss und nicht am Gerat verbracht wird, definiert als
Walk-away-Zeit. Diese unterscheidet sich bei den Geraten. Sie ist ein Faktor, der betrachtet
werden sollte, da sie moglicherweise indirekt Zeit eines Mitarbeiters/einer Mitarbeiterin in
Anspruch nimmt oder auch Wartezeit darstellen kann. Die Wartezeit bezieht sich zunachst

auf das Warten des Ergebnisses einer mdglicherweise dringlichen Anforderung, aber auch
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darauf, dass das Geréat nur eine bestimmte Anzahl an Proben fasst und wenn eine gréRere
Anzahl bearbeitet werden muss, diese Zeit abgewartet werden muss. Die geringste Walk-
away-Zeit wies Zenit ra (A. Menarini) mit 27 min auf, gefolgt von dem Gerat ACL AcuStar (IL)
mit 33 Min.

Wir kénnen Uber kein Gerat urteilen, ob es den Wert richtig bestimmt hat oder nicht, da es
kein standardisiertes Referenzverfahren gibt. Lediglich die Gerate untereinander haben wir
vergleichen kénnen. Pengo et al. legen dar, dass alle Labortestsysteme in ihrer Reprodu-
zierbarkeit und Standardisierung begrenzt sind. Die Antikérper weisen eine Heterogenitat
auf, wodurch eine 100-prozentige Sensitivitat und Spezifitat nicht méglich sind. Vergleiche
zwischen verschiedenen Testsystemen sind daher nur eingeschrankt méglich. Verlaufe der
Antikérperwerte sollten deshalb nur mit demselben Testsystem durchgeflihrt werden (Pengo
et al. 2009).

Ein Problem der Standardisierung besteht darin, einen cut-off-Wert zu definieren. Dies liegt
unter anderem an der Verwendung von unterschiedlichen Testkits und unterschiedlichen
Methoden, wodurch abweichende Werte fiir die Antikorper entstehen und dies vor allem bei
niedrigen Titern/Konzentrationen. Hieraus folgt, dass die Ergebnisse der Labordiagnostik fur
das Antiphospholipid-Antikdrper von dem Labor abhangt, das die Teste durchfiihrt. Aus die-
sem Grund sind laut der Sapporo-Kriterien 2006 nur mittlere und hohe Anti-Cardiolipin-
Antikérper Werte im Bereich der 99 % Perzentile oder iber 40 GPL/ml bzw. MPL/ml und 3,-
GPI-Werte ebenfalls im Bereich der 99 % Perzentile in die diagnostischen Kriterien mit ein-
zubeziehen, welches die Spezifitdt der Teste verbessert (Miyakis et al. 2006). Die cut-off-
Werte, die von den Sapporo-Kriterien 2006 vorgeschlagen wurden, senken das Risiko von
Fehldiagnosen des Antiphospholipid-Syndroms und einer folgenden Therapie von Patien-
ten/Patientinnen, die mdglicherweise unter diesem Syndrom nicht leiden. Jedoch kdnnen
Patienten/Patientinnen bei einem so hohen Grenzwert Ubersehen werden (Ruffatti et al.
2008).

Nach Nielsen und Christiansen sollte ein einheitlicher cut-off-Wert und ein standardisiertes
Verfahren fir die Bestimmung der Antiphospholipid-Antikérper ermittelt werden, damit die
Studien homogener werden und diese untereinander besser in Beziehung gesetzt werden
kénnen (Nielsen und Christiansen 2005). Diese Problematik wird ebenfalls in einer Metaana-
lyse aus dem Jahr 2011 deutlich (Abou-Nassar et al. 2011).

Swadzba et al. verglichen vier verschiedene cut-off-Werte je Antikdrper im Zusammenhang
mit Thromboserisiko. Es zeigte sich, dass der cut-off-Wert von 40 GPL/ml bzw. MPL/ml fir

Cardiolipin-Antikérper 1gG/IgM eine hohe Spezifitat aufwies, jedoch nicht sehr sensitiv war.
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Desweiteren fanden sie heraus, dass die 95 % Perzentile zwar ein niedrigeres Risiko fir
Thrombosen darstellte, welches aber immer noch signifikant blieb (95 % CI 1,81-4,48). Wei-
terhin konnten sie mit diesem cut-off-Wert die hdchste Sensitivitat (68 %) erzielen, jedoch
eine erniedrigte Spezifitdt, so dass sie die 99 % Perzentile bevorzugen (Swadzba et al.
2007).

Nach Pengo et al. ist die Bestimmung des Lupus-Antikoagulans das Verfahren der Wahl um
klinisch relevante Antiphospholipid-Antikérper zu erfassen (Pengo et al. 2010). Ebenfalls sind
Reber et al. der Meinung, dass ein Verfahren, das die Aktivitat der Antikérper aufzeigt, z.B.
die Inhibition der Gerinnungsreaktion (Lupus-Antikoagulans), ein besserer Pradiktor fir ein
erhdhtes Thromboserisiko als ein ELISA, der nur die Anwesenheit von Antikérpern aufdeckt,
ohne zu unterscheiden ob sie die Koagulation beeinflussen oder nicht, ist. Dies ist ein Punkt
der gegen den Einsatz eines ELISAs spricht, da sie wenig standardisiert sind (Reber et al.
2008).

Nach Galli et al. ist es zurzeit nicht méglich eine Detektion von niedrigen Titern von Cardioli-
pin-Antikérpern und R,-GPI-Antikérpern durchzufihren. Auf dieser Grundlage behaupten
Wissenschaftler, dass das ELISA Verfahren fiir Cardiolipin-Antikérper nicht spezifisch genug

ist, um die Antikérper zu detektieren (Galli et al. 2008).

Der wiederholte Nachweis eines positiven Antikrpers reicht bereits aus, um ein von zwei
Kriterien der Diagnose des Antiphospholipid-Syndroms zu erfiillen. In den meisten klinischen
Laboren wird Lupus-Antikoagulans, Cardiolipin- und B,GPI-Antikdrper gleichzeitig analysiert
und damit die Wahrscheinlichkeit auf einen positiven Test erhéht (Pengo et al. 2006). Von
den Ergebnissen der Antikorper-Testung hangt neben der Klinik ab, ob bei einer Patientin die
Diagnose des Antiphospholipid-Syndroms gestellt wird, welches wiederum von therapeuti-
scher Bedeutung ist. Sind die verwendeten Methoden sehr empfindlich eingestellt, so fallen
die Antikorper schneller positiv aus, das bei passender Klinik Therapiekonsequenzen mit
sich bringt. Dies bedeutet, dass bei falsch positiven Ergebnissen die Patientin eine Antikoa-
gulation erhalt und damit unter einem erhdhten Blutungs-, HIT- und Osteoporose-Risiko
steht. Dabei muss verdeutlicht werden, dass ein positiver Antikorpertest ein notiges Ein-
schlusskriterium, neben weiteren klinischen zu erfillenden Kriterien, flir die Diagnose des
Antiphospholipid-Syndroms ist und kein diagnostischer Test fir das Antiphospholipid-
Syndrom (Roubey 2010). Sind Testsysteme zu unempfindlich eingestellt, so resultieren ver-
mehrt negative Ergebnisse in der Testung und das Antiphospholipid-Syndrom wird nicht di-
agnostiziert, obwohl es mdglicherweise vorliegt. Somit kann es nicht behandelt werden und

die Patientin hat ein erhohtes Risiko, Thrombosen oder Aborte zu erleiden.
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Auf einem Workshop 2010 wurden ein Antiphospholipid ELISA (Louisville APL Diagnostics,
Seabrook, USA) und drei Vollautomaten, ACL AcuStar (IL), ein fluoro-enzyme Immunoassay
(Phadia) und BioPlex 2200 (Bio-Rad, Hercules, USA), miteinander verglichen. Die verschie-
denen Methoden unterschieden sich in der Angabe der Einheiten der Titer von Cardiolipin-
und R,-GPI-Antikérpern. Untersucht wurden Seren von 26 Antiphospholipid-Syndrom Patien-
ten/Patientinnen (Pierangeli et al. 2011). Diese Studie untersuchte kein Abortkollektiv, wie
unsere Studie, ist aber trotzdem auf Grund ihrer Ergebnisse erwahnenswert. Im Gegensatz
zu unseren Studienergebnissen, fanden Pierangeli et al. eine hervorragende Korrelation der
positiven Ergebnisse fiir die zu testenden Proben. Die negative Kontrollgruppe, die sich aus
Proben von gesunden Personen zusammensetzte, wurde von allen Methoden als negativ
erkannt. Alle Methoden, vor allem ACL AcuStar und BioPlex 2200, zeigten eine geringe Va-
riation von unter 10 % zwischen den einzelnen Methoden. Ebenfalls zeigten die klinische
Sensitivitat, Spezifitdt und der positive pradiktive Wert eine gute Ubereinstimmung zwischen
den Testsystemen, egal ob es sich um eine handische oder eine automatisierte Methode
handelte. Dieses Ergebnis sollte darlegen, dass der Prozess der Standardisierung voran-
schreitet und sich verbessert (Pierangeli et al. 2011). In unserer Studie spiegelt sich dieser
positiv dargestellte Prozess nicht wieder. Es zeigten sich insgesamt Kappa-Werte zwischen -
0,2 (Vergleich Cardiolipin-Kérper IgM zwischen ImmunoCAP 250 (Phadia) und jeweils den
anderen Testsystemen) und 1,0 (Vergleich R3,-GPI-Antikorper IgM zwischen ImmunoCAP
250 (Phadia) und ACL AcuStar (IL). Es verdeutlicht eine schlechte bis sehr gute Uberein-
stimmung der Testsysteme. Dies bedeutet, dass die Testsysteme untereinander sehr ver-
schieden sind und eine weitere Standardisierung, die zur Zeit nach unseren Ergebnissen
nicht ausreichend erscheint, erforderlich ist, um eine vergleichbare Diagnostik auf verschie-

denen Geraten zu gewahrleisten.

Weitere Studien untermauern unsere Feststellung, dass eine Standardisierung der unter-
schiedlichen Testsysteme noch nicht ausreicht (Kutteh und Franklin 2004, Roberts und
Murphy 2000, Tincani et al. 2001). Kutteh und Franklin verglichen Testergebnisse von An-
tiphospholipid-Antikdrper-Testen von 10 verschiedenen medizinischen Zentren, die jeweils
einen hauseigenen ELISA fir die Analyse nutzten. In jedem Zentrum wurden Cardiolipin-,
Phosphatidylserin-, Phosphatidylinositol-, Phosphatidylglycerol- und Phosphatidylethanola-
min-Antikdrper 1gG, IgM und IgA bestimmt. Es wurden 20 Patientenproben analysiert, die
zuvor positiv auf ein oder mehr Antiphospholipid-Antikdrper getestet wurden. Sie untersuch-
ten zwar kein Abortkollektiv wie wir, aber sie ziehen eine wichtige Schlussfolgerung aus ihren
Ergebnissen, der wir zustimmen. Die Ubereinstimmung der 10 verschiedenen Labore in den
Ergebnissen der 20 Proben in allen verschiedenen Antikdrpern betrug lediglich 55 %. Bei der
Betrachtung eines Antikdrpers und eines Immunglobulins konnte eine Ubereinstimmung von

83,8 % erreicht werden. Kutteh und Franklin verdeutlichen damit, dass die Klinik des Patien-
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ten zusatzlich zu den Laborwerten betrachtet werden sollte, da in verschiedenen Laboren,

verschiedene Ergebnisse fur die gleichen Proben erzielt wurden (Kutteh und Franklin 2004).

Unterstutzt werden diese Ergebnisse von einer weiteren Studie von Roberts et al. Diese Stu-
diengruppe verglich Ergebnisse der Bestimmungen von Cardiolipin-Antikdrpern 1gG/IgM aus
drei Laboren von 36 Proben von Frauen mit habituellem Abort und einer Kontrollgruppe von
26 Proben von gesunden Frauen. In den drei Laboren wurde jeweils ein ELISA genutzt, je-
doch mit verschiedenen Kits. In Labor 1 wurde ein Kit von Cambridge Life Science ge-
braucht, in Labor 2 zunachst ein hauseigenes Kit. Dieser wurde dann auf einen Kit von Sig-
ma Diagnostics umgestellt, und in Labor 3 wurde ein Kit von Orgentec Diagnostica verwen-
det. Kappa betrug fur 1gG/IgM fir Labor 1 und 2 0,02/0,10, fur Labor 1 und 3 0,38/0,20 und
fur Labor 2 und 3 0,16/0,02. Kappa legt dar, dass sich fur Cardiolipin-Antikérper IgM zwi-
schen den drei Laboren keine Ubereinstimmungen und fiir Cardiolipin-Antikdrper 1gG nur
eine geringe Ubereinstimmung ergaben (Robert et al. 2002). Tincani et al. fanden sehr &hnli-
che Ergebnisse. Sie schlossen 30 verschiedene Labore mit verschiedenen ELISA-Kits ein,
um Bestimmungen von Cardiolipin-Antikérpern IgG/IgM mittels 10 Seren, die von 7 weibli-
chen und einem méannlichen Patienten mit einem diagnostizierten Antiphospholipid-Syndrom
und zwei gesunden Frauen stammen, zu vergleichen. In 22 Laboren wurden hauseigene und
in 8 Laboren kommerzielle ELISA-Kits verwendet. Unter die kommerziellen Kits fielen zwei
Kits von Biomedical Diagnostics, zwei von Inova, einer von Novamed, einer von Eurospital,
einer von Kallestad und einer von Imtec. Sie verwanden kein Abortkollektiv, fanden aber ver-
gleichbare Ergebnisse zu unseren Ergebnissen und den Studien von Robert et al., Kutteh
und Franklin und Roberts und Murphy. Tincani et al. begrinden die starke Variationsbreite
zwischen den verschiedenen ELISA-Kits vor allem mit der verschiedenen Nutzung von Kalib-

rationen und unterschiedlichen Methoden der cut-off-Wert-Bestimmung (Tincani et al. 2001).

Eine andere Studie verglich Cardiolipin-Antikorper 1gG/IgM und R,-GPI-Antikérper 1gG/IgM
Bestimmungen auf einem ELISA Bindazyme (The Binding Site, Birmingham, UK) mit Zenit ra
(A. Menarini Diagnostics) mittels 30 Proben, die von Patienten/Patientinnen mit diagnostizier-
ten Antiphospholipid-Syndrom stammten. Sie fanden eine mittlere Ubereinstimmung der bei-
den Methoden fiir alle vier Parameter mit einem Kappa von 0,509-0,565 mit einem gewahl-
ten cut-off-Wert von 10 in der Einheit des jeweiligen Parameters auf Zenit ra an. Die Uber-
einstimmung der Sensitivitat und Spezifitdt war vom jeweiligen gewahlten cut-off-Wert ab-
hangig (Persijn et al. 2011). Ebenfalls eine mittlere bis gute Ubereinstimmung der Analyse-
methoden trafen Villalta et al. im Vergleich von 62 Patienten/Patientinnen mit einem diagnos-
tizierten Antiphospholipid-Syndrom und einem Kontrollkollektiv, bestehend aus 20 Syphi-
lispatienten, 33 Patienten mit Lyme-Borreliose, 30 Patienten mit Hepatitis C und assoziierter

Kryoglobulindmie und 40 gesunden Patienten/Patientinnen, an. Die verglichenen Analyse-
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methoden waren ein Vollautomat EliA-Phadia (Phadia) und zwei kommerzielle ELISA (Or-
gentec Diagnostika GmbH; Inova, San Diego, CA, USA). Kappa lag bei einem 99 % Perzentil
cut-off-Wert bei Werten von 0,426 (Vergleich fur R,-GPI-Antikérper IgG zwischen EIiA und
Orgentec) bis 0,841 (Vergleich fur R,-GPI-Antikdrper IgM zwischen EIliA und Inova) (Villalta
et al. 2009). Mdglicherweise fanden Persijin et al. und Villalta et al. eine bessere Uberein-
stimmung der Testsysteme als wir, da sie kein Abortkollektiv untersuchten, sondern Patien-
ten/Patientinnen mit einem diagnostiziertem Antiphospholipid-Syndrom und bei diesen mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit positive Antiphospholipid-Antikorper vorlagen und die
Testsysteme somit nicht viele grenzwertige Falle hatten. Dies kann man vor allem an den
Daten von Villalta et al. erkennen. Gerade bei den grenzwertigen Fallen konnten wir in unse-
rer Studie Uneinigkeiten der verschiedenen Testsysteme beobachten. Nach Galli et al. ist es
derzeit nicht mdglich niedrige bzw. grenzwertige Titer von B,-GPI-Antikérpern und Cardioli-
pin-Antikdrpern auf ELISAs zu detektieren (Galli et al. 2008).

Kappa hangt davon ab, welche Methoden miteinander verglichen werden. Manche Methoden
wiesen mehr Ubereinstimmung auf als andere. Dies zeigte sich ebenfalls in unserer Studie,
in der die Kappa-Werte bei -0,2 (Vergleich Cardiolipin-Kérper IgM zwischen ImmunoCAP
250 (Phadia) und jeweils den anderen Testsystemen) bis 1,0 (Vergleich R,-GPI-Antikérper
IgM zwischen ImmunoCAP 250 (Phadia) und ACL AcuStar (Instrumentation Laboratory) la-
gen. Die Variationen der Ubereinstimmungen der verschiedenen Bestimmungsmethoden
verdeutlichen erneut, dass auf verschiedenen Geraten fur gleiche Proben unterschiedliche
Werte erzielt werden. Von den Ergebnissen der Gerate hangen, neben der Klinik des Patien-
ten/der Patientin, die Diagnose und die Therapie ab. Als Ziel weiterer Forschung sollte wei-
terhin versucht werden, die Standardisierung zu verbessern und mdglichst einen ,Goldstan-

dard” zu entwickeln.

Die Ergebnisse der Testsysteme der Abortproben kénnen wir durch die Ergebnisse der Ver-
umgruppe (Teil 3) bestatigen. In der Verumgruppe waren 43 Patienten/Patientinnen mit sys-
temischen Lupus erythematodes, der von niedergelassenen Rheumatologen diagnostiziert
wurde. Eines der ACR-Kriterien (American College of Rheumatology) fir die Diagnose eines
systemischen Lupus erythematodes ist eine positive Testung auf Antiphospholipid-Antikérper
(Hochberg 1997, Tan et al. 1982). Cardiolipin-Antikérper kommen bei 16-60% der systemi-
schen Lupus erythematodes Patienten und Patientinnen vor (Day et al. 1998), somit wurde in
der Verumgruppe von einem hohen Anteil von positiven Antikbrperwerten ausgegangen, was
sich nicht bestatigt hat. Die geringe Anzahl positiver Ergebnisse fiir eine Kontrollgruppe liegt
moglicherweise daran, dass die Patienten und Patientinnen mit dem klinisch gesicherten
systemischen Lupus erythematodes unter Behandlung standen und dadurch die Antikorper-

testungen negativ ausgefallen sind. Die meisten Antikdrper korrelieren mit der Aktivitat des
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systemischen Lupus erythematodes. Wenn die Erkrankung gut behandelt wird, sinken die
Antikdrperkonzentrationen (Sherer et al. 2004). Durch die Senkung der Antikdrperwerte kann
eine Antwort auf die Therapie gezeigt werden (Cambridge et al. 2006). Auf3erdem kann Uber
die Zeit eine Schwankung der Antikdrper auftreten, die Testsysteme sowie die Behandlung
kénnen sich verandert haben und nehmen Einfluss auf die Antikdrperwerte (Out et al. 1992).
Desweiteren mussen nicht alle Patienten und Patientinnen, die an einem systemischen Lu-
pus erythematodes erkrankt sind, positive Antiphospholipid-Antikérper aufweisen, da die
Diagnosestellung sich nach den ACR-Kriterien (American College of Rheumatology) richtet
und die positiven Antiphospholipid-Antikérper nur zu einem Kriterium von 11 gehért (Tan et
al. 1982).

Cohen’s Kappa liegt in unserer Verumgruppe fiir Cardiolipin-Antikérper 1IgG zwischen -0,04
und 0,63, fur Cardiolipin-Antikdrper IgM zwischen 0,27 und 1,0, fur R,-GPI-Antikérper 1gG
zwischen 0,20 und 0,55 und fir B,-GPI-Antikérper IgM zwischen 0,55 und 1,0. Mittels Co-
hen’s Kappa kénnen fiir die Verumgruppe vergleichbare Ergebnisse, wie flir das Abortkollek-
tiv, dargestellt werden. Es zeigte sich, dass die Ubereinstimmung der einzelnen Gerate sehr
stark von schlechter bis guter Ubereinstimmung schwankt und kein Ansatz von Standardisie-

rung festzustellen ist.

Ein Abort kann durch verschiedene Ursachen hervorgerufen werden. Unter einer dieser Ur-
sachen zahlen die Antiphospholipid-Antikrper. Die Pravalenz von Antiphospholipid-
Antikérpern bei Frauen mit wiederholtem Abort betragt zwischen 12 und 40 % (Alijotas-Reig
et al. 2010, Empson et al. 2002, Lockwood et al. 1989, Parazzini et al. 1991, Zammiti et al.
2006, Reznikoff-Etievant et al. 1999). Fir die Diagnostik ist es entscheidend diese Antikérper
moglichst fehlerfrei zu detektieren. Mit unserer Studie wollen wir dazu beitragen, dass die
Labordiagnostik der Antiphospholipid-Antikorper insofern verbessert wird, dass Unterschiede
verschiedener Analyseverfahren und —gerate bewusst werden. Anhand Tabelle 17 zeigt sich,
dass Zenit ra (A. Menarini) den héchsten Score bei dem von uns untersuchten automatisier-
ten Verfahren erlangt hat und somit nach unserer Meinung im Vergleich zu den anderen Ge-
raten in den beschriebenen Kriterien am besten fir die Diagnostik der Antiphospholipid-
Antikdrper geeignet ist. Die definitive Bewertung der auf den verschiedenen Testsystemen
erzielten Werten kann nur sehr schwierig beurteilt werden, da es keinen ,Goldstandard“ gibt
und somit kein Vergleich zu einem ,wahren® Wert gezogen werden kann. Mittels Kappa
konnte die Ubereinstimmung der Ergebnisse der einzelnen Gerate bestimmt werden. Es
zeigte sich eine in Teilen gute, im Detail betrachtet jedoch inhomogene Ubereinstimmung der
einzelnen Testsysteme, woraus man auf eine nicht vorliegende Standardisierung schlieRen

kann.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit gliedert sich in einen retrospektiven und einen prospektiven Teil.

Im retrospektiven Teil der Studie wurde ein selektiertes Patientenkollektiv untersucht. Die
Proben dieser Patienten waren auf eine Thrombophilie gescreent worden. Uber einen Zeit-
raum von zwei Jahren konnten bei 1.368 Patienten vollstandige Analysespektren, gemal der
in ,Material und Methoden® beschriebenen Vorgaben, ausgewertet werden. Die Ergebnisse
zeigten eine erhdéhte Inzidenz thrombophiler Parameter mit Bezug auf die in der Literatur
gangigen Bezugsgréflen von Personen ohne einen Anhalt fur eine Thrombophilie. Dieser
Teil der Studie diente ferner der Vorbereitung des prospektiven, zweiten Teils der Dissertati-
on und sollte aufzeigen, mit welcher Frequenz positive Ergebnisse fir Antiphospholipid-

Antikorper vorlagen.

Der prospektive Teil der Studie schloss eingesandte Proben von Patientinnen mit einem
anamnestischen Hinweis auf einen oder mehrere Aborte ein. Soweit moglich wurden zusatz-
lich klinische Daten erhoben. Dieser Teil der Studie sollte dazu dienen, einen Vergleich ver-
schiedener vollautomatisierter und teilautomatisierter Testverfahren, sowie einem manuellen

Testverfahren fiir die Diagnostik von Antiphospholipid-Antikdrpern zu ermitteln.

Zunéchst zeigte sich anhand errechneter Prozentangaben eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse. Schlisselte man diese jedoch genauer auf, bestatigte sich dies nicht. Es wurde
deutlich, dass ein Testergebnis derselben Patientin nicht dem Testergebnis eines anderen
Testsystems gleicht. Zwischen den Testsystemen wurde daher das statistische Uberein-
stimmungsmal mittels Cohen’s Kappa ermittelt. Es zeigten sich Kappa-Werte zwischen
-0,02 und 1,0 fur das Abortkollektiv und zwischen -0,04 und 1,0 fir die Kontrollgruppe (Pati-
enten/Patientinnen mit systemischen Lupus erythematodes). Dadurch wird deutlich, dass die

Ergebnisse der verschiedenen Testsysteme nur in einem geringen Maf} Ubereinstimmen.

Wir folgern aus den Ergebnissen, dass solange kein ,Goldstandard® bzw. geeignetes stan-
dardisiertes Referenzmaterial fur die Analytik der Antiphospholipid-Antikérper zur Verfigung
steht, die Beurteilung dieser Laborergebnisse in der Gynakologie und Geburtshilfe kritisch

und unter Einbeziehung der Klinik erfolgen sollte.
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