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1 Einleitung
1.1 Die Regulation der Gerinnung durch den APC-Komplex

Die regelrechte Funktion des Hamostasesystems wird unter physiologischen
Bedingungen durch ein Zusammenwirken von GefalBwand, Thrombozyten und
plasmatischer Gerinnung, welche von koagulatorischen und fibrinolytischen Faktoren
gebildet wird, aufrechterhalten. Die physiologischen Reaktionen der Komponenten
bestehen aus einer Vasokonstriktion der Gefallwand, die durch sympathische nervale
Stimulation im Verletzungsfall induziert wird. An die verletzte Gefallwand lagern sich
Thrombozyten an und bilden einen Thrombus, der zur Okklusion der Lasion fiihrt. Die
plasmatische Gerinnung erfolgt Uber eine Kaskade von Aktivierungen inaktiver
Vorstufen von Gerinnungsfaktoren, an deren Ende die Umwandlung von Fibrinogen zu
vernetztem Fibrin steht. Je nach Initiierung der Gerinnung unterscheidet man einen
exogenen (extrinsischen), von Faktor VII ausgehenden und einen endogenen
(intrinsischen), von Faktor XII ausgehenden Aktivierungsweg der Blutgerinnung. Der
tissue factor (TF) besitzt bei der extrinsischen Gerinnungsaktivierung eine zentrale
Funktion in der Hamostaseregulation. Nach einer Gefal3verletzung bindet Faktor VII an
den von extravaskularen Zellen gebildeten Tissue factor. Es bildet sich der TF/Faktor-
Vila-Komplex, welcher wiederum Faktor X und Faktor IX der intrisischen
Gerinnungskaskade aktiviert (Tilley und Mackman 2006). Dieses mindet in
Thrombingenerierung, Fibrinbildung und die anschlieBende Gerinnselbildung. Die
Gerinnungskaskade wird durch verschiedene inhibitorisch wirkende Proteine, die an
verschiedenen Stufen der Gerinnungskaskade ansetzen, reguliert. Die hauptséchlichen
Inhibitoren der Gerinnung sind der tissue factor pathway inhibitor (TFPI), Antithrombin
und aktiviertes Protein C.

Die Aktivierung von Protein C beginnt auf der Oberflache von Endothelzellen durch die
Bindung von Thrombin an Thrombomodulin (Dahlback 2004, siehe Abb.1). Aktiviertes
Protein C (APC) inhibiert die Blutgerinnung durch proteolytische Spaltung der aktivierten
Gerinnungsfaktoren Faktor Vllla und Faktor Va. Das Vitamin K abhéngige Protein S ist
bereits seit mehr als 20 Jahren als Kofaktor bei dieser Inaktivierung bekannt (Dahlback
1997), wobei die Menge des zur Verfiigung stehenden Protein S durch das Akut-Phase-
Protein C4BP reguliert wird (Walker 1984). Faktor V gilt als balancierender



Gerinnungsfaktor der Hamostase, da er nicht nur als prokoagulatorischer
Gerinnungsfaktor wirkt, sondern auch eine antikoagulatorische Kofaktor-Funktion des
APC-Komplexes besitzt (Nicolaes und Dahlback 2002).

Genetische Defekte, aber auch erworbene Hamostasestorungen konnen die Funktion
des APC-Komplexes beeintrachtigen und fihren zur so genannten APC-Resistenz, ein
Oberbegriff fur verschiedene Stérungen innerhalb des Protein-C-/Protein-S-Systems.
Weiterhin ist bekannt, dass das Protein-C-System nicht nur hamostaseologische
Aufgaben erflllt, sondern auch antiinflammatorisches und antiapoptotisches Potenzial
besitzt (Bernard et al. 2001). Seit einigen Jahren wird rekombinantes APC als hilfreiches
Instrument zur Behandlung schwerer septischer Erkrankungen einschliel3lich der damit
haufig einhergehenden disseminierten intravasalen Gerinnung eingesetzt (Bernard et al.
2001). Dabei kann APC die inflammatorische Antwort auf Infektionen verringern, indem
es die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen limitiert und die Migration von
Monozyten und neutrophilen Granulozyten beeinflusst. Somit erflllt der APC-Komplex in
der Sepsis die Aufgabe der Regulation/Inhibition der Gerinnung und die Modulation der
Immunantwort (Bernard et al. 2001).

Thrombin C4-8P @

Endothel

Abb.1 Die Rolle des APC-Komplexes in der Gerinnung: TM = Thrombomodulin, APC = Aktiviertes
Protein C, C4-BP= C4-Binding Protein, F = Faktor, Ca = Calcium, Prot. S = Protein S, Prot. C = Protein C,

a = aktiviert, i = inaktiviert



1.2 Protein S

Protein S ist ein Vitamin-K-abh&ngiges Plasmaglykoprotein mit einem Molekulargewicht
von ca. 70 kDa (DiScipio und Davie 1979, Lundwall et al. 1986). Protein S wurde 1977
von DiScipio und Davie isoliert, beschrieben und nach dem Ort seiner Erstbeschreibung
(S = Seattle) benannt. Im menschlichen Organismus wird Protein S Uberwiegend in
Hepatozyten (Dahlback 1991), nach Dahlback (1991), Dougherty und Lowe-Krentz
(1998) auch in Endothelzellen synthetisiert und freigesetzt. Die Plasmakonzentration
des gesamten Protein S wird im Mittel mit 25 mg/l (0,3 pmol/l) mit einem
interindividuellen Schwankungsbereich zwischen 17 und 33 mg/l angegeben. Die
Konzentration des antikoagulatorisch aktiven, freien Protein S betragt 10 mg/l mit einer
durchschnittlichen Plasmakonzentration von 5 bis 15 mg/l (Muller-Berghaus und P6tzsch
1999). Die Halbwertszeit des Protein S liegt im Mittel bei 42,5 h (24-58 h) (D"Angelo et
al. 1988). Protein-S-Spiegel sind beim Neugeborenen und bei Kindern bis zum 3.
Lebensjahr im Vergleich zu den Referenzwerten bei Erwachsenen deutlich niedriger
(Fernandez et al. 1989). Diese Tatsache lasst sich mit hepatischer Unreife des
Neugeborenen/Kindes erklaren. Ebenso findet sich eine passagere Erniedrigung
wahrend Schwangerschaft, Stillzeit und unter oraler Antikoagulation. Frauen weisen
niedrigere Protein-S-Parameter als Manner auf. Bei Frauen steigt die Protein-S-
Konzentration mit zunehmendem Alter an, bei Mannern hingegen nicht. Man vermutet
hormonelle Einflisse und Veranderungen, insbesondere bei Frauen in der
Postmenopause (Goodwin et al. 2002). Die genetische Analyse des Protein S war lange
Zeit erschwert, da zwei homologe Gene fir Protein S auf dem Chromosom 3 existieren,
ein Pseudogen und ein aktives Gen (Schmidel et al. 1990). Hypothesen Uber die
Beteiligung des 1977 von DiScipio und Davie isolierten, neu entdeckten Proteins bei der
Regulation der Gerinnungsinhibition zusammen mit dem APC-Komplex wurden
erstmalig von Walker 1980 aufgestellt. Nachfolgende Studien belegten, dass die
biologische Funktion von Protein S das Potenzial beinhaltet, die APC-abhangige,
proteolytische Spaltung und somit Inaktivierung von Faktor Va und Faktor Vllla zu
verstarken.

Protein S liegt im Organismus bereits als aktiver Kofaktor vor, so dass eine Aktivierung

durch proteolytische Spaltung wie beim Protein C nicht erforderlich ist. Entscheidend fir
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die APC-Kofaktor-Funktion ist jedoch die Interaktion zwischen Protein S und negativ
geladenen Phospholipidmembranen (Walker 1981, Norstrom et al. 2003). Protein S und
APC bilden einen stochiometrischen Komplex (1:1) an negativ geladenen
Lipidoberflachen (Walker 1981, 1984). Diese Komplexformation erhoht die Affinitat des
APC fur Phospholipidmembranen (Walker 1980) und gilt derzeit als der wichtigste
Mechanismus des Protein S in der Inhibition des Gerinnungssystems. Phospholipide
stellen somit einen essenziellen Bestandteil im APC-System dar (van Wijnen et al.
1996).

Faktor Va besitzt drei wesentliche Schnittstellen zur proteolytischen Inaktivierung (siehe
Kapitel 1.5), wobei eine der drei Schnittstellen (Arg506) eine hohe katalytische Aktivitat
aufweist (Gale et al. 2000). Bei struktureller Veranderung dieser Schnittstelle, z.B. durch
die Faktor-V-Leiden(FVL)-Mutation (siehe Kapitel 1.7.1), werden alternative
Schnittstellen (Arg306, Arg679) zur Inaktivierung von Faktor Va verwendet. Protein S
vermag die proteolytische Spaltung an der Schnittstelle Arg306 um das Zwanzigfache
zu steigern und kann somit eine Kompensation bei struktureller Veranderung der
Schnittstelle Arg506 erzielen (van der Neut Kolfschoten et al. 2004). Daruber hinaus gibt
es eine direkte, APC-unabhangige antikoagulative Aktivitdt des Protein S, die auf der
bereits bei Walker 1981 beschriebenen Affinitat zu Phospholipiden basiert (Heeb et al.
2006). Heeb et al. (2006) konnten feststellen, dass Protein S in vivo als Monomer und
Multimer vorliegt und beide Formen eine direkte antikoagulative Wirkung besitzen.
Weiterhin wird vermutet, dass Protein S bei der Apoptose von neutrophilen
Granulozyten eine Rolle spielt (Webb et al. 2003).

1.3 C4-binding Protein

Das Komplementsystem ist der Uberbegriff fir im Serum und auf Zelloberflachen
vorkommende Proteine, die als funktionelles System in den Organismus eingedrungene
Fremdstoffe mit oder ohne Beteiligung von Antikdrpern inaktivieren konnen. Das
Komplementsystem ist die phylogenetisch alteste Form der Akut-Phase-Reaktion.

Das C4-binding Protein (C4BP) ist ein Bestandteil des Komplementsystems. Es agiert
als Kofaktor beim Abbau des C4b bei einer durch Komplement vermittelten Reaktion

und gilt als Schlisselprotein bei inflammatorischen Prozessen (Rezende et al. 2003). Im
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Falle einer Entziindungsreaktion kann die Konzentration des C4BP im menschlichen
Blut bis zu 400% ansteigen. Das Molekulargewicht des C4BP liegt bei 500 kDa (Blom et
al. 2004). Charakteristisch fur dieses Protein ist neben dem hohen Molekulargewicht
eine oktopuséahnliche Molekularstruktur mit sieben identischen Alpha-Ketten und einer
Beta-Kette, welche tber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Nur die Beta-Kette
ist in der Lage, Protein S zu binden (Dahlback 1991).

Im menschlichen Plasma zirkuliert das Protein S zu 60% in einer Komplexbildung mit
C4BP, welches dem gebundenen Protein S entspricht; 40% des menschlichen Protein S
liegt in einer ungebundenen, freien Form vor (Walker 1981, Dahlbéack 1991). Freies
Protein S kann mit hoher Affinitat einen stdchiometrischen Komplex (1:1) mit C4BP
eingehen, welcher durch Calcium-lonen verstarkt wird (Rezende et al. 2003). Die
Bindung zwischen Protein S und C4BP ist nonkovalent.

Mittlere Werte von Protein S, C4BP und CRP in Akuter -Phase -Reaktion

Kontrolle Akut -Phase -Plasma
N =40 N =59

Protein S, nmol/L

Gesamt 343 154 426 +113

Frei 93 22 78 28

Gebunden 250 +46 347 +106

C4BP, nmol/L

C4BP B+ 269 41 328 +118

Gesamt 340 +£83 552 +236

CRP mg/L <10 56,8 + 58

Tab. 1: Werte von Protein S, C4BP und CRP in Akut-Phase-Reaktionen, modifiziert
nach de Frutos 1994

12



In Akut-Phase-Reaktionen kann die Konzentration von C4BP und die Affinitat zu Protein
S derart ansteigen, dass der gebundene Anteil des Protein S zunimmt. Infolge dessen
sinkt der Anteil des freien Protein S, so dass ein Mangel an freiem Protein S vorliegt
(Barthels und von Depka 2003). Die Menge des C4BP und des C4BP-gebundenen
Protein-S-Anteils steigt mit zunehmendem Lebensalter an (Simmonds et al. 1997). In
der Tabelle 1 wird die Variabilitit des Gehaltes an C4BP und Protein S im menschlichen
Blut im Rahmen einer Akut-Phase-Reaktion, z.B. im Rahmen von inflammatorischen
Prozessen, deutlich (nach de Frutos et al. 1994).

Die Aufgabe von C4BP besteht darin, durch Bindung von Protein S die Inhibition der
Gerinnung zu steuern, da die Kofaktorfunktion von Protein S am APC-Komplex durch
die Bindung an C4BP verhindert wird (Dahlb&ck 1991). Dabei scheint durch die Bindung
von C4BP und Protein S lediglich die Inaktivierung von Faktor Va, nicht aber die

Inaktivierung von Faktor Vllla beeinflusst zu werden (van de Pool et al. 2001).

1.4 Faktor V und Faktor Va

Entdeckt wurde der Faktor V bereits 1947 von Owren. Er beschrieb einen
Gerinnungsfaktor, der im normalen Plasma nachweisbar war, nicht jedoch im Plasma
eines Patienten, der eine schwere Blutungsneigung aufwies. Seitdem wird Faktor V eine
wesentliche Bedeutung bei der Aktivierung der Gerinnung zugeschrieben (Owren 1947).
Als jedoch Anfang der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts das Phanomen der
APC-Resistenz entdeckt wurde (Dahlback 1993), wurde deutlich, dass Faktor V auch
eine inhibierende Funktion in der Gerinnungskaskade einnimmt und somit einen
balancierenden Faktor im Hamostasesystem darstellt (Nicolaes und Dahlback 2002).
Faktor V ist ein groR3es, einkettiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 330
kDa. Seine Konzentration betragt im menschlichen Plasma 0,007 mg/ml (20 nmol/l).
Faktor V wird Uberwiegend in der Leber und in Megakaryozyten synthetisiert (Lane et al.
1996). 25% des zirkulierenden Faktors sind in Thrombozyten gespeichert (Tracy et al.
1982).

Faktor V ist die inaktive Vorstufe von Faktor Va, welcher der Kofaktor der Serinprotease

Faktor Xa im Prothrombinasekomplex ist. Faktor V wird zu Faktor Va durch Thrombin
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aktiviert, durch dessen Einwirkung konzentrationsabhéngig die messbare Aktivitat des
Faktors V um ein Vielfaches steigt (Rosing et al. 1980). Erst der aktivierte Faktor Va ist
gerinnungswirksam.

Faktor Va katalysiert und beschleunigt als Kofaktor in Gegenwart von Calciumionen und
Faktor Xa die Bildung von Thrombin aus Prothrombin; eine eigene enzymatische
Funktion besitzt Faktor Va hingegen nicht. Kalafatis et al. untersuchten 1994 den
Mechanismus der Inaktivierung von humanem Faktor V und Faktor Va. Das Faktor-Va-
Molekdl wird dabei zunachst an der Spaltstelle Arg506 (siehe Abb. 2) proteolytisch
abgebaut, dann erfolgt der Abbau Uber die Spaltstelle Arg679, welcher jedoch mit einer
langsameren Geschwindigkeit erfolgt. Die Inaktivierung von Faktor Va tGber Arg679 kann
durch die Anwesenheit von Protein S beschleunigt werden und, fir den Fall, dass die
Spaltstelle an Arg506 z.B. durch einen molekulargenetischen Defekt nicht benutzt
werden kann, diese teilweise kompensieren (van der Neut Kolfschoten et al. 2004).
Mutationen an der Spaltstelle Arg306, wie z.B. Faktor-V-Cambridge oder Faktor-V-Hong
Kong, haben aufgrund der untergeordneten Funktion von Arg306 nur einen geringen
Effekt auf die verminderte Inaktivierung von Faktor Va (Norstrom et al. 2002).

Arg306 Arg506 Arg679
H2N — Al A2
A3 — COOH

Abb. 2

Schematische Struktur des Faktor-Va-Molekils (modifiziert nach Miller-Berghaus und
Potzsch 1999) Al, A2, A3 = Faktor-V-Domane, Arg306 = Arginin, Nucleotidposition 306,
H2N = N-terminales Ende, COOH = C-terminales Ende
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1.5 APC-Resistenz

Das Phanomen der APC-Resistenz wurde 1993 erstmals von Dahlback et al. entdeckt
und beschrieben. Es wurden seltsame Ergebnisse bei der Anwendung eines Protein-C-
Tests an Plasma eines Patienten mit multiplen thrombotischen Ereignissen in der
Anamnese beobachtet. In mehreren Versuchen konnte festgestellt werden, dass selbst
die Zugabe von APC die Zeit bis zum Einsetzen der Gerinnung bei diesem Patienten
nicht verlangern konnte (siehe Abb. 4). Bei gesunden Probanden wurde dagegen nach
Zugabe von APC-Reagenz eine Verlangerung der Gerinnungszeit induziert. Man
bezeichnete das Phanomen als Resistenz gegeniuber APC und definierte sie als
unzureichende antikoagulatorische Antwort des Plasmas auf die Zugabe von APC
(Dahlback 2003).

120 ¢

~— 100 |

[o]
o

S
o

—0— Normalperson
—@— Patient mit APC-Resistenz

Gerinnungszeit [s
3

N
o

0 20 40 60 80 100

APC [nM]

Abb. 3 Gerinnungszeit in Abhangigkeit der APC-Konzentration bei Normalpersonen
und Patienten mit APC-Resistenz jeweils nach Zugabe von APC-Reagenz
(Grafik modifiziert nach Dahlbéck et al. 1993), APC = aktiviertes Protein C,

s = Sekunden, nM = Konzentration in nanoMol
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Die APC-Resistenz ist in nahezu allen Fallen durch eine Punktmutation G1691A in Exon
10 des Gerinnungsfaktor-V-Gens (1g23) bedingt (Bertina 1994).

Die Mutation hat zur Folge, dass Arginin in der Position 506 durch Glutamin ersetzt wird
(A506G, bzw. R506Q). Diese strukturelle Veranderung der Aminoséauresequenz Arg506
fuhrt, wie bereits in Kapitel 1.5 beschrieben, zu einem verzdgerten Abbau des
prokoagulatorisch wirksamen Faktors Va. Bertina et al. stellten 1994 fest, dass in 80%
der Falle von APC-Resistenz eine Faktor-V-Leiden-(FVL) Mutation vorlag.

Die Angehdrigen des oben beschriebenen Patienten litten ebenfalls an rezidivierenden
Thrombosen, so dass Zoller und Dahlback (1994) erstmalig eine genetische
Familienuntersuchung auf die FVL-Mutation durchfihrten. Hierbei wurde erneut
bestétigt, dass in allen Fallen die beobachtete Resistenz gegeniiber APC durch die
hereditare FVL-Mutation verursacht wurde (Z6ller und Dahlb&ck 1994).

Zu Beginn der APC-Resistenz-Testung fiel auf, dass bei einem Teil der Patienten eine
verminderte APC-Ratio (siehe Seite 17 ff) ermittelt wurde, obwohl die Faktor-V-Leiden-
Mutation molekularbiologisch ausgeschlossen werden kann. Henkens et al. (1995)
stellten z.B. fest, dass Frauen, die orale Kontrazeptiva einnahmen, eine geringere
Sensitivitat gegenuber APC besalien, welche in funktionellen APC-Tests durch eine
niedrigere APC-Ratio reflektiert wurden (Henkens et al. 1995). Physiologisch liegt
meistens eine hormoninduzierte Verschiebung im Protein-C/S-System vor, so dass die
APC-Resistenztestung hiervon beeinflusst wurde. Mit dem Einsatz von Faktor-V-
Mangelplasmen konnte die Spezifitat beztglich der Faktor-V-Leiden-Mutation bedeutend
erhdoht werden (de Ronde et al. 1999). Ebenso konnten durch Vorverdiinnungen des
Untersuchungsmaterials (Patientenplasma) andere Stéreinflisse minimiert werden (de
Ronde et al. 1999), so dass in den heutigen APC-Resistenz-Tests eine Spezifitat nahe
100% bezuglich der Detektion der Faktor-V-Leiden-Mutation besteht.

1.5.1 APC-Resistenz/Faktor-V-Leiden-Mutation als Risikofaktor fiir vendse

Thrombosen
Die erste Untersuchung eines groReren Kollektivs hinsichtlich der APC-Resistenz

erfolgte in der Leiden Thrombophilia Study (LETS) (Koster et al. 1993). In dieser Studie

wurden 474 Patienten mit dem Erstereignis einer tiefen Beinvenenthrombose
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eingeschlossen. Als Kontrolle wurden alters- und geschlechtsgebunden 474 gesunde
Probanden gematcht. 21% der Kranken und 5% der Gesunden wiesen eine verminderte
APC-Ratio auf. Es wurde ein ca. siebenfach erhohtes Thromboserisiko fur die Patienten
mit APC-Resistenz ermittelt. Es folgten weitere Untersuchungen zur Abschatzung des
relativen Risikos beziglich der Entwicklung einer thromboembolischen Komplikation bei
Vorliegen einer APC-Resistenz, bzw. bei Vorhandensein einer Faktor-V-Leiden-

Mutation. Eine Auswahl entsprechender Studien zeigt Tabelle 2.

Autor (Jahr), Anzahl der Patienten | Anzahl der Patienten Relatives Risiko
Journal (n) mit FVL-Mutation | (n) ohne FVL-Mutation | flr Thrombosen
(Kontrolle) (95% CI)
Martinelli et al. n =200 n =327 2.2 (1.1-4.7)

(1998), Blood

Faioni et al. (1999), n =238 n =300 4.2 (1.6-11.3)
Blood
Simioni et al. (1999), | n=224 n=154 2.8 (1.1-8.6)

Thromb Haemost

Lensen et al. (2000), | n =108 N =289 3.0(1.1-8.1)
Thromb Haemost
Simioni et al. (2002), | n =299 N =248 6.6 (1.1-39.8)

Blood

Tab. 2: Faktor-V-Leiden-Mutation als Riskofaktor fiir thromboembolische Ereignisse

Cl = Konfidenzintervall
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1.5.2 Labordiagnose der APC-Resistenz

Die verminderte antikoagulatorische Antwort bei APC-Resistenz wird seit ihrer
Entdeckung Uberwiegend mittels modifizierter aPTT-Messung nachgewiesen (Bertina
1997). Der meistverwendete Test geht auf Dahlbéack et al. (1993) zuriick, welcher
beobachtete, dass Plasma von gesunden Probanden nach Zugabe von APC durch die
Inhibierung von Thrombin mit einer Verlangerung der aPTT reagierte. Plasmen von
APC-resistenten Individuen weisen dagegen eine aPTT auf, die sich durch Zugabe von
APC nicht verlangern lasst. Aus dieser Beobachtung heraus wurde ein Test konstruiert,
welcher auf einer zweifachen aPTT-Bestimmung basiert, mit und ohne Zugabe einer
standardisierten Menge von aktiviertem Protein C. Aktiviertes Protein C inaktiviert die
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla und verlangert konzentrationsabhéangig die aPTT um
das 2-3fache des Leerwertes (Tripodi et al. 1998). Der daraus gebildete Quotient wurde
als so genannte APC-Ratio angegeben, welche im Normalfall einen Wert gré3er 2

aufweisen sollte:

aPTT mit APC + CacCl,
APC-Rati0 = --s-meemeomemmcmeceo oo ceeeeeee
aPTT ohne APC + CaCl,

Findet sich eine erniedrigte APC-Ratio, so sollte die weitere molekulargenetische
Diagnostik auf das Vorliegen einer FVL-Mutation erfolgen (Lane et al. 1996).

Je nach AusmalR der Erniedrigung der APC-Ratio sind Ruckschlisse auf eine
heterozygote oder homozygote Mutation moglich. Eine APC-Ratio von 1,5-2,0 lasst auf
eine heterozygote, eine APC-Ratio von 1,0-1,3 auf eine homozygote Faktor-V-Leiden-
Mutation schlieBen (Barthels und von Depka 2003). Der in unserer Untersuchung
verwendete Test weist als Modifikation zu dem oben beschriebenen Testverfahren die
Besonderheit auf, dass dem Testansatz ein grofRerer Anteil an APC hinzugefugt wird, so
dass die APC-Ratio fur das Normalkollektiv/Kontrollkollektiv 3,0-4,3 betragt. Die
Intervalle zwischen den Ergebnissen fir Patienten mit heterozygoter und homozygoter

Faktor-V-Leiden-Mutation werden dadurch vergro3ert und die Trennscharfe des Tests
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erhoht, so dass eine genauere Diskriminierung zwischen den beiden Genotypen und
dem Wildtyp mdoglich ist.

Tests der ersten Generation wiesen eine Spezifitdt von 85-90% beziglich des
Vorliegens der Faktor-V-Leiden-Mutation auf (Svensson et al. 1997). Die Spezifitat auf
Faktor-V-Leiden-Mutation konnte auf annahernd 100% erhéht werden, indem Faktor-V-
Mangelplasma eingesetzt wurde. Dadurch kam es durch das verminderte Angebot von
Faktor V im Testansatz zu einer hoheren Sensitivitdt gegentber der Faktor-V-Leiden-
Mutation und einer geringeren Empfindlichkeit gegentber anderen Faktoren, wie z.B.
Protein-S-Mangel, Faktor-VIlI-Aktivitatserhdhung, therapeutischen Antikoagulanzien und

Lupus-Antikoagulanzien (de Ronde und Bertina 1999).

1.6 Hereditare Thrombophilien

Thrombophilie ist eine Tendenz, Thrombosen zu entwickeln. Unter hereditaren
Thrombophilien versteht man die genetische Pradisposition fur thromboembolische
Komplikationen, welche nicht immer ein klinisches Korrelat besitzen missen (Lane et al.
1996). Kliniker verwenden den Begriff der Thrombophilie haufig nur bei Patienten mit
atypischen thromboembolischen Ereignissen, wie z.B. eine frihe Erstmanifestation der
Symptomatik, rekurrierende Ereignisse, deutliche familiare Haufung und ungewéhnliche
oder ausgedehnte Lokalisationen und Schwere der thrombotischen Antwort auf exogene
Stimuli.

Bertina beschrieb 1997, dass eine hereditire Thrombophilie zu 5-25% in einem
unselektionierten Kollektiv und zu 15-63% in Familien mit rezidivierenden
thromboembolischen Komplikationen vorkommt (Bertina 1997). Im Folgenden werden
die hereditaren Thrombophilien FVL-Mutation und Protein-S-Mangel beschrieben.

1.6.1 Die Faktor-V-Leiden-Mutation
Die FVL-Mutation besitzt in der kaukasischen Bevoélkerung eine relativ hohe Pravalenz
mit einem deutlichen Sud-Nord-Gefalle. Sie wurde 1994 erstmals von Bertina et al.

beschrieben. Aufgrund der relativ hohen Allelfrequenz sind heterozygote Trager der

Mutation nicht selten. In der européischen Bevilkerung findet man eine
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durchschnittliche Allelfrequenz von 4,4% mit regionalen Differenzen. Die hochste
Pravalenz wurde in der griechischen Bevolkerung mit 7% beobachtet, eine sehr niedrige
(0,6%) in der asiatischen Bevolkerung (Rees et al. 1995).

Dahlback et al. (1997) ermittelten eine Pravalenz der FVL-Mutation von 2-15% in der
europdaischen Bevolkerung. Aufgrund des regelmaRigen Vorkommens der Mutation in
der Bevdlkerung kann abgeleitet werden, dass es sich um einen eher milden
thrombophilen Risikofaktor handelt. In Patientenkollektiven mit Thrombosen in der
Anamnese liegt die Pravalenz der FVL-Mutation bei 20-30% (Bertina 1997). Patienten
mit heterozygoter FVL-Mutation haben ein ca. funffach erhdhtes Thromboserisiko
gegenuber der Normalbevilkerung (Bates und Ginsberg 2004). Eine detaillierte
Ubersicht tiber das relative Risiko, eine thromboembolische Komplikation bei Vorliegen
einer Faktor-V-Leiden-Mutation zu entwickeln, geht aus Tabelle 2 hervor.

Die heterozygote FVL-Mutation stellt eher einen milden Risikofaktor dar und ist meistens
klinisch inapparent, bis ein weiterer oder mehrere, exogene thrombophile Risikofaktoren,
z.B. orale Kontrazeption, Graviditdt oder Immobilisation, hinzukommen (Barthels und
von Depka 2003). Das Auftreten der homozygoten Mutation ist selten. Nach der Hardy-
Weinberg-Formel errechnet sich ein Anteil von 0,107% Individuen mit homozygoter
Faktor-V-Leiden-Mutation in der Bevélkerung (Rosendaal et al. 1995).

Das Thromboserisiko bei Individuen mit homozygoter FVL-Mutation ist gegentber den
Individuen mit heterozygoter FVL-Mutation ca. 10fach erhoht, so dass sich ein ca.
50fach erhdhtes Thromboserisiko gegeniber der Normalbevolkerung errechnet (Bates
und Ginsberg 2004). Das durchschnittliche Alter bei der ersten thromboembolischen
Komplikation (Erstmanifestation) liegt bei 31 Jahren fur die homozygote und bei 44
Jahren fur die heterozygote Faktor-V-Leiden-Mutation (Rosendaal et al. 1995).

1.6.2 Weitere Mutationen am Faktor-V-Gen

Weitere bekannte Mutationen am Faktor-V-Gen sind die Mutationen Faktor-V-
Cambridge (Arg306Thr) und Faktor-V-Hong-Kong (Arg306Gly) (Norstrom et al. 2002).
Faktor-V-Cambridge geht oft mit einer APC-Resistenz einher, Faktor-V-Hong-Kong
dagegen nicht. Da die Spaltstelle Arg306 jedoch nicht hauptsachlich fur die Inaktivierung

des Faktor-V-Molekils verwendet wird (siehe Kapitel 1.5), ist die Bedeutung fur
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thromboembolische Ereignisse bei Vorliegen dieser Mutation als gering einzuschatzen
(Norstrom et al. 2002). Faioni et al. (1999) konnten nachweisen, dass bei bereits
bestehender FVL-Mutation ein zusatzlich bestehender Faktor-V-HR2-Haplotyp das
thromboembolische Risiko zusatzlich zu dem Risiko der FVL-Mutation um den Faktor 3-
4 zu erhdéhen vermag. Der Faktor-V-HR2-Polymorphismus ist definiert durch missense
und silent Mutationen auf dem R2-Allel des Faktor-V-Gens und fiihrt ohne die Faktor-V-
Leiden-Mutation zwar zu einer Erhéhung der im Plasma enthaltenen Faktor-V-Aktivitat,
jedoch nicht zu einer Erhdhung des thrombophilen Risikos (Nicolaes und Dahlbéack
2002)

1.6.3 Der Protein-S-Mangel
1.6.3.1 Hereditarer Protein-S-Mangel

Comp (1984) bestatigte einen Zusammenhang zwischen thromboembolischen
Komplikationen und einem Protein-S-Mangel in klinischen Studien. Er konnte
nachweisen, dass verschiedene Phanotypen bzw. Verteilungmuster des Protein-S-
Mangels vorliegen kénnen.

Insgesamt ist die Klassifikation des hereditaren Protein-S-Mangels durch das Vorliegen
einer freien und einer an C4BP-komplexierten Form erschwert. Unter Berlicksichtigung
dieser Gegebenheiten definierte Comp bereits 1986 die erste Klassifikation des Protein-
S-Mangels, die als Grundlage fur die aktuell verwendeten Klassifikationen dienen
(primare Klassifikation nach Comp). Er beschrieb inizial zwei Typen eines Protein-S-
Mangels, die aufgrund einer abnormalen Verteilung durch vermehrte bzw. verminderte
Bindung an C4BP resultierte. Spater wurde der hereditare Protein-S-Mangel in drei
Typen eingeteilt:

Typ | ist charakterisiert durch eine Reduktion des gesamten, freien und funktionellen
Protein S.

Typ 1l (nach der primaren Klassifikation nach Comp Typ lIb) weist normale freie und
gesamte Protein-S-Konzentrationen auf, jedoch eine Verminderung des funktionellen
Protein S.

Typ lll (Typ lla nach Comp) ist durch ein normales gesamtes Protein S, jedoch ein

reduziertes freies und funktionelles Protein S charakterisiert.
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Zwei Drittel der Patienten mit Protein-S-Mangel weisen einen Typ | auf, ca. ein Drittel
leidet am Typ lll. Der Protein-S-Mangel vom Typ Il ist sehr selten (Goodwin et al. 2002).
Es ist nicht vollstandig geklart, ob alle drei Typen ein genetisches Korrelat besitzen.
Jungere Studien belegen ein hohes Thromboembolierisko fir den Protein-S-Mangel

Typ | (Brouwer et al. 2005) und ein geringes bis vernachlassigbares Risiko fur den
Protein-S-Mangel Typ Il (Libourel et al. 2005).

Das Risiko zur Entwicklung einer vendsen Thrombose bei Patienten mit Protein-S-
Mangel betrdgt mutationsabhéngig das ca. 5-14fache gegeniber der
Normalbevélkerung ohne hereditare Thrombophilie (Hertfelder et al. 2004).
Insbesondere in der Altersgruppe der 30- bis 40jahrigen, in welcher die Entwicklung
einer Thrombose ohne préadisponierende Faktoren sehr selten ist, bekommt der Protein-
S-Mangel klinische Relevanz: Mit durchschnittlich 36 Jahren kommt es h&ufig zu einer
erstmaligen thromboembolischen Komplikation (de Stefano et al. 2006). Nach de
Stefano et al. betragt die Inzidenz einer Thrombose beim hereditaren Protein-S-Mangel
7.4 auf 100 Patientenjahre (de Stefano et al. 2006).

Bei Neugeborenen mit homozygoter Protein-S-Mutation wurde eine Purpura fulminans
mit letalem Ausgang beobachtet. Viele Patienten mit heterozygotem Protein-S-Mangel
mussen lebenslang mit oralen Antikoagulanzien behandelt werden, um rekurrierenden

thrombotischen Ereignissen vorzubeugen.

1.6.3.2 Erworbener Protein-S-Mangel

Die Tatsache, dass Protein S mit einer starken Affinitdt stdchiometrisch an C4BP
gebunden werden kann, erklart, dass bei Zustanden mit erhdhter C4BP-Konzentration
mehr gebundenes als freies Protein S vorliegt (Comp 1986). In Kapitel 1.3. wurde
erwahnt, dass C4BP zu der Gruppe der Akut-Phase-Proteine gehdrt und, zusammen mit
gebundenem Protein S, demnach bei inflammatorischen Prozessen, wie z.B.
Infektionen, Sepsis oder posttraumatischen Phasen, erhoht ist. Einen erworbenen
Protein-S-Mangel findet man dagegen bei konsumierenden Erkrankungen, wie z.B. HIV
oder neoplastischen Erkrankungen, infolge eines gesteigerten Proteinturnovers (Matei et
al. 2001). Bei Proteinverlust, z.B. durch chronisch entziindliche Darmerkrankungen oder

Proteinurie beim Nephrotischen Syndrom, kommt es meistens zu einem Abfall des
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freien und gebundenen Protein S (Mduller-Berghaus und Potzsch 1999). Kaba et al.
(2003) konnten nachweisen, dass es im Rahmen gewdhnlicher respiratorischer
Infektionen wahrend der Wintermonate zu einem Abfall der freien Protein-S-Werte
kommt und somit eine Steigerung der Mortalitat in Bezug auf thromboembolische
Komplikationen zu beobachten ist. Bei verminderter Protein-Synthese, z.B. durch
Lebererkrankungen oder orale Antikoagulation, werden verminderte Protein-S-Werte
gemessen (Takahashi et al. 1989). Weiterhin wird durch Sexualhormone, insbesondere
das Ostrogen, eine Erhohung von C4BP induziert, was geringfiigig niedrigere
Referenzwerte von freiem Protein S fur Frauen als fur Manner zur Folge hat. Die
Schlussfolgerung, dass dadurch generell Frauen leichter als Manner von Thrombosen
betroffen seien, ist jedoch nicht zuléassig (Liberti et al. 1999). Erst bei Gber die Norm
hinaus erhohten Ostrogenspiegeln, wie z.B. in der Graviditat, in der Stillzeit und
wahrend der Einnahme oraler Kontrazeptiva, scheint es zu klinisch bedeutenden
Veréanderung der freien Protein-S-Parameter und der Thrombosehaufigkeit zu kommen
(Comp et al. 1986, Fernandez et al. 1989). Jedoch kommt es unter der Einnahme von
oralen Kontrazeptiva lediglich zu einer Protein-S-Verminderung um 10-20% des
Ausgangswertes, wobei in der Schwangerschaft ein deutlich ausgepragter Abfall
registriert wird (Comp 1997). In der Schwangerschaft wurden Reduktionen des freien
Protein S bis auf 50% des Ausgangswertes beobachtet (Malm et al. 1988).

Infolge einer Asparaginasetherapie kann es zu einem Abfall des gesamten und freien
Protein S kommen. In sehr seltenen Féllen wird im Rahmen eines
Autoimmungeschehens ein Hemmkoérper gegen Protein S gebildet, der das im Korper

zirkulierende Protein S neutralisiert (Barthels und von Depka 2003).

1.7 Protein S unter oraler Antikoagulation

Wahrend fur die kurzfristige Therapie thromboembolischer Komplikationen oft
Heparinoide verwendet werden, werden fur die langfristige Antikoagulation zumeist orale
Antikoagulanzien (z.B. Phenprocoumon) eingesetzt.

Voraussetzung fur eine normal ablaufende Blutgerinnung ist die posttranslationale
Modifikation (y-Carboxylierung) der Faktoren I, VII, IX und X, sowie der Inhibitoren
Protein C, S (Rost et al. 2004).

23



Orale Antikoagulanzien, wie z.B. Phenprocoumon, inhibieren den Vitamin-K-Epoxid-
Reduktase-Komplex (VKOR). Dieser Komplex recycelt Vitamin-K-2,3-Epoxid zu Vitamin-
K-Hydrochinon. Vitamin-K-Hydrochinon ist ein essenzieller Kofaktor fur die
posttranslationale y-Carboxylierung des Prothrombinkomplexes (Rost et al. 2004).
Phenprocoumon unterbricht diesen Zyklus, indem es die enzymatische Regeneration zu
biologisch wirksamem Vitamin K verhindert, sowie die Zunahme von inaktiven Vorstufen
der Gerinnungsproteine in Leber und Plasma bewirkt (Stafford 2005).

Besonders in der Einleitungsphase einer oralen Antikoagulation sind daher Patienten
durch thromboembolische Komplikationen bedroht, wenn nicht zusatzlich eine
alternative Antikoagulation betrieben wird. Da die ermittelte Halbwertszeit des Protein C
nur 7 h betragt, zirkulieren in der Einleitungsphase einer Antikoagulationstherapie
aufgrund der Uberproportionalen Verminderung des Inhibitors Protein C zunachst mehr
prokoagulatorische Faktoren im Blut (Weiss et al.1987, D"Angelo et al. 1988). Dieser
Pathomechanismus kommt auch bei der komplizierend auftretenden Cumarinnekrose
zum Tragen. Die Cumarinnekrose ist gekennzeichnet durch eine vaskulare Schadigung
mit nachfolgender Nekrose, die vor allem bei zu intensiver Einleitung einer oralen
Antikoagulation beobachtet wird, da es zu einem Uberproportionalem Abfall des Protein
C kommit.

Wahrend der Cumarintherapie ist ein kongenitaler Protein-S-Mangel nur schwer zu
erkennen. Zur Diagnosesicherung empfiehlt sich eine Untersuchung 6—8 Wochen nach
Beendigung der Cumarintherapie (Barthels und von Depka 2003) oder eine

molekulargenetische Diagnostik.

1.8 Prinzipien und Problematik der Protein-S-Bestimmung

In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, wie Protein S den Ablauf der
Gerinnung reguliert und dass Protein S ein integraler Bestandteil des
Hamostasesystems ist. Weiterhin wurde darauf eingegangen, dass nicht nur hereditare
Ursachen, sondern auch viele exogene Faktoren die Konzentration und die Aktivitat
dieses Gerinnungsfaktors beeinflussen kdnnen. Diese Problematik wurde besonders
apparent, als man sich nach der Entdeckung des Protein S damit beschaftigte, valide

Testsysteme zu konstruieren, um eine maglichst prazise Aussage Uber den Protein-S-

24



Haushalt im menschlichen Organismus zu erhalten. Wahrend der Konstruktion praziser
Testsysteme wurde die Labilitdt von Protein S und die Storanfalligkeit der Tests deutlich.
Im Folgenden soll auf die Prinzipien und Problematik der Entwicklung einer

zuverlassigen Protein-S-Bestimmung eingegangen werden.

1.8.1 Entwicklung von Globaltests zum Screening des Protein-C/S-Systems

Mitte der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts wurden Globaltests zum Screening
des Protein-C/S-Systems inklusive APC-Resistenz entwickelt. Es handelte sich um
aPTT-basierte Testsysteme, die mit PROTAC® (Enzym der Schlange Agkistrodon
contortrix) zur Aktivierung von Protein C arbeiteten. Die Sensitivitat der Testsysteme war
teilweise sehr hoch (Preda 1996), jedoch war die Spezifitdt schon aufgrund der
Mannigfaltigkeit der Griinde, die ein pathologisches Messergebnis liefern kénnen, sehr
niedrig und lag mitunter bei 63-79% (Goodwin et al. 2002). In der Routine haben sich die

Globaltests nicht in grofierem Umfang etablieren kdnnen.

1.8.2 Die Entwicklung der Bestimmung des gesamten und freien Protein S

Erste Protein-S-Nachweismethoden beschrankten sich auf den Nachweis des gesamten
Protein S mittels eines polyklonalen Elektroimmunoassays (Laurell-Methode). Das freie
Protein S wurde ebenfalls mittels zweidimensionaler Immunelektrophorese gemessen,
nachdem der C4BP-gebundene Anteil durch Zugabe von Polyethylenglykol (PEG 6000)
ausgefallt wurde. Da die PEG-Zugabe sehr zeitaufwandig war (Probe wurde tber Nacht
ausgefallt) und die Methode wenig standardisiert und reproduzierbar war, wurden
kommerziell erhaltliche ELISAs konzipiert, die in einem Schritt gesamtes und freies
Protein S messen kénnen. Allerdings wies die Fallung mit Polyethylenglykol eine hohe
Prazision auf, so dass die Methode allgemein als der Goldstandard in der Messung des
freien Protein S einging (Goodwin et al. 2002). 1996 wurde von einem Konsensus der
International Society of Thrombosis and Haemostasis und der World Health
Organization festgelegt, dass lediglich die Bestimmung des freien Protein S einen
Stellenwert in der Diagnose des Protein-S-Mangels haben sollte, da lediglich das freie

Protein S eine biologische Aktivitat besitzt (Lane et al. 1996). Ferner wurde durch die
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Konsensuskonferenz beschlossen, dass lediglich Immunoassays (ELISAs) fir eine
Aussage zum Protein-S-Mangel herangezogen werden sollten, da die ebenfalls
erhéaltlichen und zum Teil verwendeten aPTT-basierten Testsysteme flr die Bestimmung
des funktionellen Protein S eine hohe Empfindlichkeit gegeniber Storfaktoren und somit
eine geringe Spezifitat aufwiesen (Lane et al. 1996). Dieser Beschluss tber funktionelle
Testsysteme exkludiert jedoch die Mdglichkeit, den seltenen Protein-S-Mangel Typ I
nach Comp zu diagnostizieren.

Am Beispiel des in der vorliegenden Untersuchung verwendeten ELISAs zur
Bestimmung des freien Protein S der Fa. Roche wird deutlich, dass Referenzwerte und
erzielte Ergebnisse von Labor zu Labor stark differieren konnen. So wurde im Jahr 2000
in der Arbeitsgruppe College of American Pathologists bei einer Untersuchung mit
verschiedenen kommerziell erhaltlichen ELISAs zur Bestimmung des freien Protein S
ein interlaboratory coefficient of variation (Variationskoeffizient fir Messergebnisse
derselben Probe in verschiedenen Labors = CV) von 7-8% fur Normalplasmen und 12-
13% fur pathologische Plasmen (Protein-S-defiziente Plasmen) ermittelt, was fur eine
schlechte Reproduzierbarkeit des Tests sprechen konnte. Jedoch wurde angemerkt,
dass flur die Bestimmung der Parameter unterschiedliche Labormethoden und Gerate
angewendet wurden, so dass ein Einfluss auf die Protein-S-Bestimmung durch
unterschiedliche Methoden nicht ausgeschlossen werden kann (Goodwin et al. 2002).
Demnach ist eine Standardisierung der Bedingungen notwendig, um vergleichbare
Ergebnisse zu erzielen. In einer Untersuchung von Persson et al. (2001) konnte gezeigt
werden, dass die Ergebnisse der Untersuchungen mittels ELISA mit monoklonalen
Antikdrpern fur freies Protein S eine starke Abhéangigkeit von Inkubationszeit,
Temperatur und Verdinnungsstufe aufweisen. So wurden signifikant unterschiedliche
Ergebnisse erzielt, je nachdem, ob die Proben bei Raumtemperatur oder bei 37°C
analysiert wurden (Persson et al. 2001). Auf3erdem wurden mit zunehmender
Inkubationszeit der Reagenzien hohere Protein-S-Konzentrationen gemessen als bei
kurzer Inkubationszeit (Persson et al. 2001). Auch hier war eine Standardisierung
dringend erforderlich.

Um Storeinflisse durch die Variabilitat des C4BP, welches eine hohe Affinitat zum freien
Protein S aufweist, zu minimieren, entwickelte man Protein-S-ELISAs, die nicht nur eine

Matrix mit monoklonalem Anti-Protein-S-Antikorper, sondern auch Anti-C4BP-Antikdrper
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besitzen. Obwohl solche Tests zeit- und materialaufwandig (Serra et al. 2002) sind, geht
die Tendenz dahin, freies und gesamtes Protein S in einem einzigen Test und
Arbeitsgang zu bestimmen.

Der One-step-ELISA hat heute in vielen Laboratorien Einzug gehalten und die Fallung
mit PEG 6000 abgel6st, allein schon aus Grinden des verminderten Zeit- und

Arbeitsaufwandes bei sehr hoher Prazision.

1.8.3 Die Entwicklung der Methode zur Bestimmung des funktionellen Protein S

Seit 1988 werden funktionelle Protein-S-Tests verwendet. Die in den funktionellen
Testsystemen ermittelte Protein-S-Aktivitat kann zum einen lber ein aPTT- oder ein PT-
abhangiges Format gemessen werden. Im aPTT-Verfahren wird verdinntes
Patientenplasma zusammen mit Protein-S-Mangelplasma und aktiviertem Protein C
vermischt. Nach der Initiierung der Gerinnung mit einem Aktivator, z.B. mit Russel viper
venom (RVV), wird die Zeit bis zur Bildung eines Fibringerinnsels gemessen. Die Zeit
bis zum ,clotting” ist der Protein-S-Aktivitat direkt proportional und dauert umso langer,
je mehr Protein S sich in der zu untersuchenden Probe befindet.

Die initial verwendeten funktionellen Protein-S-Tests wurden im aPTT-Format
angewendet und mit Protein-S-Mangelplasma, Thromboplastinreagenz und im
Patientenplasma enthaltenem Protein C durch die Zugabe von PROTAC® (Enzym der
Schlange Agkistrodon contortrix) aktiviert und die Zeit bis zur Fibringeneration
gemessen (Preda et al. 1990). PROTAC® wurde bereits 1988 fiir erste funktionelle
Protein-S-Tests eingesetzt (Suzuki et al. 1988) und wird noch heute als Aktivator fur
Protein C verwendet.

Negativeinflisse auf die Entwicklung eines funktionellen Protein-S-Tests ergaben sich
jedoch bei Vorliegen einer APC-Resistenz (Faioni et al. 1993, 1994, D Angelo et al.
1995), einer FVL-Mutation sowie hoher Faktor Vllla und Faktor Vlla-Konzentrationen.
Ferner fand man eine Beeinflussung durch Lupus-Antikoagulanzien (aPTT-
Verlangerung), denen durch die Verdinnung des Patientenplasmas entgegengewirkt
werden kann. Ein &hnlicher korrigierender Effekt auf die Messwertergebnisse wurde bei
Proben erzielt, die eine hohe Faktor-VIlI-Aktivitat aufwiesen. Faktor-VIII-Aktivitaten

>300%, wie sie bei Akut-Phase-Reaktionen vorkommen ko&nnen, verursachten bei

27



unverdinnten Plasmen eine scheinbar erniedrigte Protein-S-Aktivitat durch ein
Ungleichgewicht zugunsten prokoagulatorischer Faktoren im Testansatz. Stéreinflisse,
die durch Heparin im Untersuchungsmaterial verursacht wurden, wurden durch
Neutralisation mit Polybren coupiert.

Bereits in einer frihen Phase der funktionellen Protein-S-Bestimmung wurde versucht,
durch die zusatzliche Zugabe von bovinem Faktor Va die Prazision der Tests zu
verbessern. Mit Protein-S-Mangelplasmen und Normalplasmen wurden gute
Korrelationen zum freien Protein S erzielt (r = 0,95), jedoch wurde der Test nicht an
APC-Resistenten oder Plasmen von Patienten mit FVL-Mutation getestet (Wolf et al.
1989).

1.9 Fragestellung der Arbeit

Protein S nimmt einen bedeutenden Stellenwert in der Inhibition der Gerinnung ein. Die
Bestimmung des Protein S ist ein essentieller Bestandteil in der Abklarung der
hereditaren Thrombophilie. Der Protein-S-Mangel ist eine Erkrankung mit
weitreichenden Konsequenzen fur den Patienten, welchem diese Diagnose gestellt wird.
Teilweise ist in Abhangigkeit von der Haufigkeit und Schwere thrombotischer Ereignisse
eine lebenslange Antikoagulation mit allen Risiken und Nebenwirkungen erforderlich.
Seit der Beschreibung der drei Typen des Protein-S-Mangels ist die funktionelle Protein-
S-Bestimmung neben dem gesamten und freien Protein S wesentlicher Bestandteil der
Protein-S-Diagnostik. Leider ist dieses Testprinzip storanfallig, was die Interpretation der
Befunde haufig erschwert. Uber besonders stérende Einflisse durch das Vorliegen einer
APC-Resistenz wird in der Literatur haufig berichtet.

Die hier vorliegenden Untersuchungen basieren auf der Arbeitshypothese, dass auf
Grund des koagulometrischen Messprinzips der funktionellen Protein-S-Bestimmung
Hamostasedefekte, die unmittelbar mit dem Protein-C/S-System interferieren, Einfluss
auf die funktionelle Protein-S-Bestimmung nehmen. Die FVL-Mutation beeinflusst die
Bestimmung dahingehend, dass sie zu einer erhghten Koagulabilitat fahrt, in vitro also
zu einer relativ kiirzeren Gerinnungszeit, die sich als falsch niedrige Protein-S-Aktivitat
niederschlagt. Sofern diese Hypothese zutrifft, durfte der Effekt der FVL-Mutation sich

nur bei der funktionellen, nicht aber bei der immunologischen Protein-S-Bestimmung
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bemerkbar machen, weswegen immunologische Methoden (ELISA) und funktionelle
Tests in dieser Arbeit miteinander verglichen wurden. Basierend auf vorausgegangenen
Beobachtungen bei einzelnen Patienten wurde ferner erwartet, dass sich ein
,2Dosiseffekt” in Bezug auf die Protein-S-Aktivitat in Abhangigkeit vom Faktor-V-Genotyp
abzeichnet, je nachdem, ob eine homozygote oder heterozygote FVL-Mutation oder ein
Faktor-V-Wildtyp vorliegt. Der funktionelle Test der Fa. Roche versucht diesen Effekt
durch die Verwendung eines zuséatzlichen bovinen Faktor-Va-Reagenz auszugleichen.
Zur Uberprifung der Wirksamkeit von diesem bovinem Faktor Va wurden zwei

verschiedene funktionelle Protein-S-Tests verglichen.
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2 Patienten und Methoden

2.1.1 Patienten mit homozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation

Es wurden Plasmaproben von insgesamt 46 Patienten mit homozygoter FVL-Mutation
untersucht. Diese Plasmaproben wurden von 1997 bis 2003 in der Thrombophilie-
Ambulanz des Institutes flr Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin der
Universitdt Bonn gesammelt. Die Patienten hatten sich dort zu einer Untersuchung auf
thrombophile Risikofaktoren vorgestellt. Von jedem Patienten wurde daher eine
ausfuhrliche Anamnese erstellt, auf die beim Vergleich der Patienten mit heterozygoter
FVL-Mutation und FV-Wildtyp zurliickgegriffen werden konnte.

Nach Auswertung der anamnestischen Daten setzt sich die Gruppe der Patienten mit
homozygoter FVL-Mutation wie folgt zusammen:

18 mannliche und 28 weibliche Patienten im Alter von 23-73 Jahren. Das mittlere
Patientenalter betrug 42,5t13,6 Jahre. Das mittlere Probenalter, gerechnet vom
Entnahmetermin bis zur Untersuchung im Rahmen der Studie betrug 48,8+23,7 Monate.
An weiteren Risikofaktoren besteht bei vier Patienten eine heterozygote Prothrombin-
G20210A-Mutation. Von den 46 Patienten hatten insgesamt 32 eine oder mehrere tiefe
Beinvenenthrombosen (TVT): 24 Patienten eine TVT, 5 Patienten 2 TVT, 3 Patienten 3
TVT (siehe Abb. 4), 14 Patienten waren bislang ohne thromboembolisches Ereignis
geblieben. Eine Lungenembolie, konsekutiv nach Beinvenenthrombose oder als
isoliertes Ereignis, erlitten 7 Patienten (siehe Abb. 4). Zum Untersuchungszeitpunkt
nahmen 13 Patienten einen Vitamin-K-Antagonisten (meist Marcumar®) ein, 11
Patienten fihrten eine Therapie mit niedermolekularem Heparin in subkutaner
Applikationsform durch. 5 Patienten nahmen ASS 100 mg zum Zeitpunkt der
Blutentnahme ein. 4 Patientinnen nahmen ein orales Kontrazeptivum, 3 Patientinnen
waren zum Untersuchungszeitpunkt schwanger.

Aufgrund der vorliegenden Daten wurde ein alters- und geschlechtsspezifisches
matching zur Gruppe der Patienten mit homozygoter FVL-Mutation durchgeftihrt (siehe
Kapitel 2.1.4).
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10,9% 30,4%

Okeine TVT
B eine TVT ®keine LE
0O zwei TVT B eine LE
O drei/mehr TVT

52,2% 84,8%

Abb. 4: Inzidenz der Tiefen Venenthrombose (TVT) und der Lungenembolie (LE) in der

Gruppe der Patienten mit homozygoter FVL-Mutation

2.1.2 Patienten mit heterozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation

Nach Auswertung der anamnestischen Daten setzt sich die Gruppe der Patienten mit
heterozygoter FVL-Mutation wie folgt zusammen:

15 mannliche und 31 weibliche Patienten im Alter von 22-73 Jahren. Das mittlere
Patientenalter betragt 41,0+13,9 Jahre. Das mittlere Probenalter betragt 22,5+15,4
Monate. An weiteren Risikofaktoren bestehen bei zwei Patienten eine heterozygote
Prothrombin-G20210A-Mutation, bei einem Patienten ein Faktor-V-HR2-Haplotyp, bei
einem weiteren Patienten ein leichtgradiger AT-IlI-Mangel. Von den 46 Patienten hatten
insgesamt 20 eine oder zwei tiefe Venenthrombosen (15 Patienten eine TVT, 5
Patienten zwei TVT), 26 Patienten waren ohne thromboembolische Ereignisse. Bei 5
Patienten  ereignete sich eine Lungenembolie (siehe Abb. 5). Zum
Untersuchungszeitpunkt nahmen 14 Patienten einen Vitamin-K-Antagonisten (meist
Marcumar®) ein, 3 Patienten filhrten eine Therapie mit niedermolekularem Heparin in
subkutaner Applikationsform durch. 3 Patienten nahmen ASS 100 mg taglich ein, ein
Patient ASS 300 mg taglich. 5 Patientinnen nahmen ein orales Kontrazeptivum, 3

Patientinnen waren schwanger.
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Abb. 5: Inzidenz der Tiefen Venenthrombose (TVT) und der Lungenembolie (LE) in der

Gruppe der Patienten mit heterozygoter FVL-Mutation

2.1.3 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv setzt sich wie folgt zusammen:

16 mannliche und 30 weibliche Patienten/Normalpersonen im Alter von 23-77 Jahren.
Das mittlere Patientenalter betrug 42,1+14,2 Jahre. Das mittlere Probenalter, gerechnet
vom Entnahmetermin bis zur Untersuchung im Rahmen der Studie betrug 18,949,1
Monate. Bei allen Patienten/Normalpersonen konnte das Vorliegen eines thrombophilen
Risikofaktors bzw. einer APC-Resistenz ausgeschlossen werden. Von den 13
antikoagulierten Patienten erlitten 10 eine TVT, 2 zwei TVT, eine Patientin eine
Sinusvenenthrombose und 6 eine Lungenembolie (spontan, beziehungsweise
konsekutiv, siehe Abb. 6). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme nahmen 2 Patienten
zusatzlich ASS 100 mg ein. Zwei der Patientinnen waren mit niedermolekularem
Heparin antikoaguliert und waren schwanger. Eine Patientin befand sich in der
Einleitungsphase der Antikoagulation mit Phenprocoumon und applizierte sich parallel
niedermolekulares Heparin. Der therapeutische Quick-Wert war bereits erreicht. 4
Patientinnen nahmen orale Kontrazeptiva ein.

Das Kollektiv der Individuen ohne FVL-Mutation (Wildtyp) und ohne orale
Antikoagulation wurde aus einer Gruppe von Blutspendern gebildet, die alters- und
geschlechtsgebunden zu der Gruppe der Patienten mit homozygoter FVL-Mutation

gematcht wurde. Die Plasmaproben der Blutspender entstammen Uberwiegend aus dem
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Jahr 2003. Das mittlere Probenalter betrug zum Zeitpunkt der Untersuchung 18,5+6,8
Monate. Als Screeningtest fir das Vorliegen einer FVL-Mutation wurde ein APC-
Resistenz-Test durchgefuhrt, der nach Literaturangaben eine Sensitivitdt von nahezu
100% bezuglich der Detektion einer FVL-Mutation aufweist (de Ronde et al. 1999).
Keiner der Blutspender wies eine APC-Ratio unterhalb des Referenzwertes auf. Die
Gruppe der Blutspender setzt sich wie folgt zusammen: 8 mannliche und 25 weibliche
Blutspender (insgesamt 33) im Alter von 23-65 Jahren. Das mittlere Alter der
Blutspender betrug 42,2+13,0 Jahre. Es wurden keine thromboembolischen Ereignisse
in der Vergangenheit angegeben.

Die Patienten mit oraler Antikoagulation wurden aus der Thrombophilie-Ambulanz
rekrutiert, da eine Einnahme von oralen Antikoagulanzien ein Ausschlusskriterium fur
die Teilnahme an der Blutspende ist. Bei den Ambulanzpatienten dieser Gruppe konnten
zwar alle gegenwartig erfassbaren thrombophilen Risikofaktoren ausgeschlossen
werden, jedoch ereigneten sich in der Vorgeschichte thromboembolische
Komplikationen, die die Einnahme von Antikoagulanzien notwendig machten. Die
Untergruppe der Patienten mit Antikoagulation aus der Thrombophilie-Ambulanz
bestand aus 8 mannlichen und 5 weiblichen Patienten (insgesamt 13 Patienten). Das
mittlere Patientenalter betrug 42,0+17,6 Jahre, das mittlere Probenalter der

antikoagulierten Patienten betrug 20,0+£13,7 Monate.

0,
4,3% 13,0%

O keine TVT 8 keine LE
elne

B eine TVT 8 cine LE

0O zwei TVT

74,0%

87,0%

Abb. 6: Pravalenz der Tiefen Venenthrombose (TVT) und der Lungenembolie (LE) in

der Wildtyp-/Kontrollgruppe
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2.1.4 Matching der Gruppen

Da Protein S eine alters- und vor allem geschlechtsgebundene Varianz aufweist
(Goodwin et al. 2002), wurden die Gruppen mit unterschiedlichen Faktor-V-G1691A-
Genotypen alters- und geschlechtsgebunden gematcht. Damit sollte zumindest
bezuglich des Alters und des Geschlechtes eine homogene Binnenstruktur der Gruppen
geschaffen werden und ein systematischer Fehler durch diese Faktoren ausgeschlossen

werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung und Lagerung des Untersuchungsmaterials

Die Blutproben der Patienten wurden in der Regel im Laufe des Vormittags wahrend der
Ambulanzsprechstunden, die Blutproben der Blutspender wurden tageszeitunabhangig
wahrend der regularen Blutspendezeiten im Rahmen der Spende gewonnen. Bei den
Ambulanzpatienten wurde nach kurzem Oberarmstau von 60-80 mmHg eine Kubital-
oder Unterarmvene mit einer 21-G-Butterfly-Kanile punktiert. Die Blutspender wurden
mit dem Punktionsset Opti Pure RC der Fa. Baxter mit einer 1,6 mm (16G) Venenkanile
punktiert. Die Einheit besteht aus einem Blutentnahmeschlauch mit integriertem
Entnahmeadapter und nachfolgendem Blutsammelbeutel. Fur alle in der Untersuchung
durchgefiihrten Analysen wurde 10 ml Citratblut (Citratmonovette, Fa. Saarstedt) mit
einem Antikoagulanz-Mischungsverhaltnis von 1:10 (1 Teil 3,8% Natrium-Citrat und 9
Teile Vollblut) verwendet. Das Citratblut wurde direkt nach der Entnahme mit 3600 g bei
20°C zentrifugiert und anschliel3end in 1 ml- bis maximal 2 ml-Aliquots portioniert und
bei —40°C tiefgefroren und bis zur Analyse gelagert.
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2.2.2 Bestimmung des gesamten Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom® Total
Protein S, Fa. Roche)

Das kommerziell erhaltliche Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, wird
entsprechend den Angaben des Herstellers nach der von Amiral et al. (1994)

beschriebenen Methode durchgefihrt.

Testprinzip:

Bei dem angewendeten ELISA handelt es sich um einen Sandwich-ELISA nach Keller
(1981).

In die Vertiefungen (microwells) eines mit monoklonalen Antikérpern von der Maus
gegen Protein S (entspricht Reagenz 1) vorbeschichteten Kunststoffstreifens wird das
Reagenz 2 (zweiter, Peroxidase-gekoppelter monoklonaler Antikdrper) hinzugegeben,
sowie die Probe, die das zu bestimmende gesamte Protein S enthélt. Das Protein S der
Plasmaprobe wird gleichzeitig (One-step-ELISA) vom ersten Antikorper an der Wand
der Vertiefung, sowie vom zweiten monoklonalen Antikorper-Peroxidase-Konjugat
gebunden. Auf diese Weise wird ein ,sandwich® in einem einzigen Reaktionsschritt
gebildet. Die gebundene Peroxidase wird durch ihre Aktivitdt auf das Substrat
OPD/Harnstoffperoxid (Reagenz 3a+3b) detektiert (Extinktionsmessung bei 492 nm).
Die Farbintensitat nach Abstoppen der Reaktion mit Hilfe einer starken Saure (H.SOy)
ist abhéngig von der Menge an freiem Protein S, die urspriinglich in der Probe enthalten

war.

Reagenzien und Gerate:

Ein Asserachrom® Free Protein-S-Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim enthalt:
Reagenz 1: Mikrotitrationsstreifen  (microwells), beschichtet mit F(ab’),.

Fragmenten eines monoklonalen Maus-Antikdrpers, der gegen

freies Protein S (human) gerichtet ist.
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Reagenz 2: Monoklonaler Maus-Antikorper gegen lyophilisiertes, Peroxydase-

gekoppeltes (sich vom ersten unterscheidendes) freies, humanes

Protein S.
Reagenz 3 a: 2 mg ortho-Phenylendiamin (OPD, 2 HCI)
Reagenz 3 b: 5 mg Harnstoffperoxid als Wasserstoffperoxidlieferant
Reagenz 4: Phosphat-Puffer (Konzentrat)
Reagenz 5: Waschlosung (Konzentrat)
Reagenz 6: Lyophilisiertes Humanplasma mit bekannter Menge an Protein S

nach Rekonstitution. Der Sollwert wurde anhand des zweiten, 1995
etablierten, Internationalen Standards 93/590 bestimmt. Das

Reagenz 6 wird zum Erstellen der Bezugskurve verwendet.

Reagenz 7: Lyophilisiertes Humanplasma mit bekannter Menge an gesamten
Protein S. Die Konzentration wird gegeniber einer
Sekundarstandardldosung des Internationalen Standards 93/590 aus
dem Jahre 1995 bestimmt. Das Reagenz 7 wird als

Qualitatskontrolle verwendet.

Reagenz 6 und 7 sind identische Reagenzien. Da jedoch fir die Erstellung der
Bezugskurve und Qualitdtskontrolle jeweils unterschiedliche
Verdinnungen erforderlich sind, hat der Hersteller zwei
Reagenzienflaschen fur den Test zur Verfligung gestellt.

Schwefelsaure 3 mol/l Fa. Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt, Nr. 9912

Geratetyp: BEP 2000, Fa. Dade Behring, Marburg.

Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:

Reagenz 1: Vor Testdurchfiihrung 30 min. bei RT lagern

Reagenz 2: Mit 2 ml Verdlinnungspuffer (Reagenz 4)
l6sen. Inkubation 30 min bei RT.
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Reagenz 3a + 3b: Substratlésung 5 min. vor Gebrauch zubereiten.

Je 2 Tabletten 3a und 3b in 8 ml Aqua dest. I6sen.

Reagenz 4: 1:10 mit Aqua dest. Verdinnen (15 min vor Testbeginn)

Reagenz 5: 1:20 mit Aqua dest. Verdinnen (15 min vor Testbeginn)

Reagenz 6 Mit 0,5 ml Aqua dest. verdiinnen, Inkubation 30 min. bei
RT.

Reagenz 7 Mit 0,5 ml Aqua dest. verdiinnen, Inkubation 30 min.
bei RT.

Vorbereitung der Probe: 45 min. bei RT auftauen.

Verdinnung der Plasmaprobe mit Reagenz 4

Erstellung der Bezugskurve: Mit dem 1:10 verdinnten Phosphat-Puffer (Reagenz 4)
wird eine geometrische Verdinnungsreihe mit Reagenz 6 hergestellt. Die Eichpunkte

gelten als Bezugswerte fur nachfolgende Messungen:

100% 75% 50% 25% 12,5% 6,25% Verdinnung
1:1 1:15 1:2 1:4 1:8 1:16 Reagenz 6 : Puffer
Testdurchfihrung:

Immunreaktion 1:

Die mit monoklonalem Maus-Antikérper beschichteten Mikrotiterplatten werden je
Kavitat mit 50 pl Reagenz 2 und 200 pl 1:10 verdinntem Untersuchungsmaterial
(Plasmaprobe) beschickt. Die Vertiefungen werden anschlielRend abgedeckt und das
Reaktionsgemisch eine Stunde bei 18-25°C inkubiert. Durch funfmaliges Waschen mit
dem 1:20 verdinnten Waschlésungsansatz (Reagenz 5) kdnnen die ungebundenen

Antikdrper entfernt werden.
Farbentwicklung:

Durch die Zugabe von 200 ul Orthophenyldiamin und Harnstoffperoxid (Reagenz 3a+hb)

als Substrat fir das Enzym Peroxidase wird die Farbentwicklung eingeleitet und nach
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Inkubation von genau 5 Minuten bei 18-25°C durch die Zugabe von 50 pl 3M H,SOq4
beendet.
Nach Zugabe von Saure in alle Kavitdten wird die Platte zum Vermischen der

Reagenzien durch den Automaten bewegt.
Extinktionsmessung:

Nach Abstoppen der Reaktion sollte nach 10 min. bis 2 Stunden der Farbumschlag der

LAsung mit einer Extinktionsmessung bei 492 nm gemessen werden.

2.2.3 Bestimmung des freien Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®Free
Protein S, Fa. Roche)

Das kommerziell erhaltliche Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim wird
entsprechend den Angaben des Herstellers nach der von Amiral et al. (1994)

beschriebenen Methode durchgefuhrt.
Testprinzip (entspricht dem des gesamten Protein-S-Antigen):

Bei dem angewendeten ELISA handelt es sich um einen Sandwich-ELISA.

In die Vertiefungen eines mit monoklonalen Antikérpern von der Maus gegen freies
Protein S (entspricht Reagenz 1) beschichteten Kunststoffstreifens wird einerseits das
Reagenz 2 (zweiter, Peroxidase-gekoppelter monoklonaler Antikdrper) hinzugesetzt,
andererseits die Probe, die das zu bestimmende freie Protein S enthalt. Das zu
bestimmende freie Protein S der Plasmaprobe wird gleichzeitig (One-step-ELISA) von
den zwei spezifischen Antigendeterminanten des freien Protein S eingefangen. Auf
diese Weise wird es in einem einzigen Schritt gebunden und markiert. Die gebundene
Peroxidase-Konzentration wird durch ihre Aktivitat auf das Substrat ortho-
Phenylendiamin (Reagenz 3a) in Gegenwart von Harnstoffperoxid (Reagenz 3b)
gemessen (Extinktionsmessung bei 492 nm). Die Farbintensitat nach Abstoppen der
Reaktion mit Hilfe einer starken Saure (H,SO,) verhélt sich proportional zu der Menge

an freiem Protein S, die ursprunglich in der Probe enthalten ist.
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Reagenzien und Gerate:

Ein Asserachrom® Free Protein S-Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim enthlt:

Reagenz 1:

Reagenz 2:

Reagenz 3 a:
Reagenz 3 b:

Reagenz 4.
Reagenz 5:

Reagenz 6:

Reagenz 7:

Microwells mit 16 Kavitaten, beschichtet mit F(ab’),-Fragmenten
eines monoklonalen Maus-Antikérpers der gegen freies Protein S
gerichtet ist.

Monoklonaler Maus-Antikdrper, gerichtet gegen lyophilisiertes,
Peroxydase-gekoppeltes (sich vom ersten unterscheidendes) freies
Protein S.

2 mg ortho-Phenylendiamin (OPD, 2 HCI).

5 mg Harnstoffperoxid als Wasserstoffperoxidlieferant.
Konzentrierter TRIS-Puffer

Waschlésung

Lyophilisiertes Humanplasma mit bekannter Menge an freiem
Protein S nach Rekonstitution. Diese Konzentration wird gegenuber
einer Sekundarstandardiésung des Internationalen Standards
93/590 aus dem Jahre 1995 bestimmt. Das Reagenz 6 wird zur
Erstellung der Bezugskurve der Bestimmung verwendet.
Lyophilisiertes Humanplasma mit bekannter Menge an freiem
Protein S. Die Konzentration wird gegeniber einer
Sekundarstandardlésung des Internationalen Standards 93/590 aus
dem Jahre 1995 bestimmt. Das Reagenz 7 wird als
Qualitatskontrolle verwendet.

Reagenz 6 und 7 sind identische Reagenzien. Da jedoch aus beiden unterschiedliche

Verdinnungen erstellt werden, stehen zwei Reagenzienflaschen zur

Verfligung.

Schwefelsaure 3 mol/l Fa. Merck-Eurolab GmbH, Darmstadt, Nr. 9912

Geratetyp: BEP 2000, Fa. Dade Behring, Marburg.
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Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:

Reagenz 1: Vor Testdurchfuhrung 30 min. bei RT lagern
Reagenz 2: Mit 2 ml Verdinnungspuffer (Reagenz 4)
l6sen. Inkubation 30 min bei RT.

Reagenz 3a + 3b: Jeweils 2 Tabletten in 8 ml Aqua dest. I6sen.

Reagenz 4: 15 min. vor Beginn 1:10 mit Aqua dest.
verdunnen.
Reagenz 5: 15 min. vor Beginn 1:20 mit Aqua dest. verdinnen.
Reagenz 6: Mit 0,5 ml Aqua dest. verdiinnen, Inkubation 30 min. bei
RT.
Reagenz 7: mit 0,5 ml Aqua dest. verdiinnen, Inkubation 30 min.
bei RT.

Vorbereitung der Probe: 45 min. bei RT auftauen.
Verdinnung der Plasmaprobe mit Reagenz 4 1:20

Erstellung der Bezugskurve: Mit 1:10 verdinntem Phosphat-Puffer (Reagenz 4) wird
eine geometrische Verdiunnungsreihe mit Reagenz 6 hergestellt. Die Eichpunkte gelten
als Bezugswerte fur nach folgende Messungen:

100% 75% 50% 25% 12,5% 6,25% Verdlunnung
1:1 1:15 1:2 1:4 1:8 1:16 Reagenz6 : Puffer

Testdurchfihrung:

Immunreaktion 1:

Die mit monoklonalem Maus-Antikérper beschichteten Mikrotiterplatten werden je
Kavitat mit 50 pl Reagenz 2 und 200 pl 1:20 verdinntem Untersuchungsmaterial
(Plasmaprobe) beschickt. Die Vertiefungen werden anschlielend abgedeckt und das
Reaktionsgemisch eine Stunde bei 18-25°C inkubiert. Durch flinfmaliges Waschen mit
dem 1:20 verdunnten Waschlésungsansatz (Reagenz 5) kénnen die ungebundenen

Antikorper entfernt werden.
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Farbentwicklung:

Durch die Zugabe von 200 pl Orthophenyldiamin und Harnstoffperoxid (Reagenz 3a+b)
als Substrat fur das Enzym Peroxidase wird die Farbentwicklung eingeleitet und nach
Inkubation von 5 Minuten bei 18-25°C durch die Zugabe von 50 pl 3 M H,SO,4

beendet.

Extinktionsmessung:

30 Minuten nach Abstoppen der Reaktion sollte bis zu 2 Stunden der Farbumschlag der

Losung mit einer Extinktionsmessung bei 492 nm gemessen werden.

2.2.4 Bestimmung des funktionellen Protein S (STA Protein S clotting, Fa. Roche)
Das kommerziell erhéltliche Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim wird
entsprechend den Angaben des Herstellers nach der von Wolf et al. (1989)
beschriebenen Methode durchgefihrt.

Testprinzip:

Protein S ist ein Kofaktor des aktivierten Protein C und steigert dessen
gerinnungshemmende Wirkung. Diese Steigerung zeigt sich in der Verlangerung der
Gerinnungszeit eines Systems, das mit Faktor Va, einem physiologischen Substrat des
aktivierten Protein C, angereichert ist. Je mehr Protein S sich im Ansatz befindet, desto
spater kommt es zur Ausbildung eines Fibringerinnsels. Der Zeitpunkt der
Fibringerinnselbildung wird koagulometrisch bestimmt.

Reagenzien und Geréte:

Ein STA Protein S clotting-Testkit der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim enthalt:
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Reagenz 1: Lyophilisiertes Humanplasma, frei von Protein S (Immun-

Absorption)
Reagenz 2: Lyophilisiertes humanes aktiviertes Protein C
Reagenz 3: Lyophilisierter boviner Faktor Va

Nicht im Testkit enthalten, aber zusatzlich benétigt werden:

(alle Reagenzien von der Fa. Roche)

Reagenz 4: STA Unicalibrator (Bestell-Nr. 11776584)
Reagenz 5: STA Diluent Buffer (Bestell-Nr. 03138097)
Reagenz 6: STA Calcium chlorid (0,025 mol/l)

(Bestell-Nr. 03138089) oder eigene Herstellung (siehe unten).

Natriumcitratlosung (0,11 mol/l)

Aqua dest.

Geratetyp: Thrombolyzer der Fa. Organon Teknika GmbH, Eppelheim

Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:

Reagenz 1 - 4: Mit 1 ml Aqua dest. anlésen, vor Testdurchfiihrung 45 min. bei RT

lagern
Reagenz 5: Gebrauchsfertig
Reagenz 6: 0,386g CaCl, einwiegen und mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen.

(bei eigener Herstellung, ansonsten gebrauchsfertig)

Vorbereitung der Probe: 45 min. bei RT auftauen. Mindestvolumen 200 pl.
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Testdurchfihrung:

In der Untersuchung wurde eine vollautomatisierte funktionelle Protein-S-Messung
durchgefiihrt. Diese wird nach unten stehendem (Tabelle 3) Pipettierschema auf dem
Thrombolyzer der Fa. Organon Teknika durchgefthrt.

Zunachst wird eine 1:13,5fache Verdinnung des Untersuchungsmaterials mit STA
Diluent Buffer hergestellt. 40 pl des verdinnten Plasmas werden in eine fur die
koagulometrische Messung vorgesehene Kuvette pipettiert, in welche nachfolgend

50 pl immunabsorbiertes Mangelplasma, sowie 50 ul boviner Faktor Va zugegeben
werden. Nach Zugabe von 100 pl bereits aktiviertem Protein C wird die

Gerinnungskaskade durch die Zugabe von 50 ul Calciumchloridlésung gestartet.

Reagenz Aufnahme des Gerétes (ul) | Abgabe des Gerates (ul)
Puffer 50 0

Plasma 4 40

Mangelplasma 50 40

Faktor Va 50 40

APC-Reagenz 100 80

Calciumchlorid 50 40

Tab. 3: Pipettierschema (geréatespezifische Dokumentation) fur die funktionelle Protein-
S-Bestimmung mit dem Testkit der Fa. Roche (STA Protein S clotting) adaptiert auf den

Thrombolyzer der Fa. Organon

Der Zeitpunkt der Gerinnselbildung wird mechanisch Uber ein Kugelkoagulometer
gemessen. Die gemessene Gerinnungszeit ist der Protein-S-Konzentration direkt
proportional.

2.2.5 Leistungsmerkmale des STA Protein S clotting der Fa. Roche

Der Hersteller gibt einen Intraassay-Variationskoeffizienten von 2,7-3,4% an. Der

Interassay-Variationskoeffizient wird angegeben mit 2,0-3,7%.
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In unserem Labor wurden der Inter- und Intratest-Variationskoeffizient berechnet. Der
Variationskoeffizient (CV) berechnet sich aus dem Quotienten
Standardabweichung/Mittelwert x 100. Der Interassay-Variationskoeffizient betrug fur
den STA Protein S clotting der Fa. Roche Diagnostics 7,4-8,3%. Der Intraassay-
Variationskoffizient lag bei 5,6%.

Eine Ubersicht tiber den Gehalt an Einzelfaktoren im Mangelplasma gibt Tabelle 4.

Faktoren Aktivitat (%)

F 104

FV 98

F Vil 199

F Vi 87

F X 166

Protein S nicht nachweisbar

Tab. 4: Einzelfaktorengehalt des Protein-S-Mangelplasmas des STA Protein S clotting
der Fa. Roche

2.2.6 Bestimmung des funktionellen Protein S (Protein S Ac, Fa. Dade Behring)

Testprinzip:

Aktiviertes Protein C (APC) spaltet proteolytisch Faktor Va, der bei Aktivierung der
Gerinnungskaskade entsteht. Protein S wirkt dabei als Kofaktor des APC, der die
Reaktion beschleunigt. Dadurch kommt es zu einer mit der Aktivitdt an Protein S in der
Probe proportional verlangerten Gerinnungszeit. Der Zusatz von Protein-S-
Mangelplasma versorgt den Ansatz mit Fibrinogen, Faktor V und anderen benétigten
Gerinnungsfaktoren.

Die Gerinnung wird auf der Stufe des Faktors X durch den Faktor-X-Aktivator Russel
Viper Venome (RVV) initiiert. Faktor Xa bildet mit Faktor Va als akzelerierenden Faktor
Thrombin aus Prothrombin, Thrombin setzt schliel3lich Fibrinogen in Fibrin um. Die

Gerinnselbildung wird optisch erfasst.
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Reagenzien und Gerate:

Ein Protein-S-Ac-Testkit der Fa. Dade Behring, Marburg enthalt:

Protein S Ac Mangelplasma:

Protein S Ac APC Reagenz:

Protein S Ac Startreagenz:

Konservierungsmittel:

Lyophilisiertes, humanes Citrat-Plasma mit nicht
messbarer Restaktivitdt an Protein S. Das Plasma ist

ebenfalls frei von C4BP.

Lyophilisiertes, gereinigtes und aktiviertes, humanes

Protein C mit Zusatz von Calciumchlorid

Lyophilisierter Aktivator aus dem Gift der Russel Viper

(Vipera russelli)

Natriumazid (0,5 g/l)

Zusatzlich bendtigte Materialien:

Standard-Human-Plasma, Bestell-Code ORKL
Kontroll-Plasma N, Bestell-Code ORKE
Kontroll-Plasma P, Bestell-Code OUPZ

Geratettyp: BCS der Fa. Dade Behring, Marburg, SN 160 177

Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:

Protein S Ac Mangelplasma:

Mit 1 ml Aqua dest. anldsen, vor Testdurchfiihrung 60

min. bei RT inkubieren.
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Protein S Ac APC Reagenz:

Protein S Ac Startreagenz:

Vorbereitung der Probe:

Testdurchfuhrung:

Mit 1 ml Aqua dest. anlésen, vor Testdurchfihrung 60
min. bei RT inkubieren.

Mit 1 ml Aqua dest. anldsen, vor Testdurchfuihrung 60
min. bei 37°C im Wasserbad inkubieren

45 min. bei RT auftauen. Mindestvolumen 200 pl.

In der Untersuchung wird eine vollautomatisierte funktionelle Protein-S-Messung

durchgefiihrt. Diese wird nach unten stehendem (Tabelle 5) Pipettierschema auf dem
BCS der Fa. Dade Behring durchgefuhrt.

Pipettiermedium/Ziel | Reagenz Volumen (ul)
Luftaufnahme 20
Reagenzaufnahme PS-Mangelplasma | 26
Reagenzaufnahme PS-Mangelplasma | 30
Probenaufnahme Patientenplasma 3
Abgabe Kivette 56
Luftaufnahme 20
Reagenzaufnahme APC-Reagenz 78
Abgabe Kivette 75
Luftaufnahme 20
Reagenzaufnahme Startreagenz 190
Abgabe Kivette 188

Tab. 5: Pipettierschema (geratespezifische Dokumentation) fur die funktionelle Protein-

S-Bestimmung mit dem Test-Kit der Fa. Dade Behring (Protein S Ac) adaptiert auf den

BCS der Fa. Dade Behring.

Zunachst wird eine 1:18,6fache Mischung des unverdinnten Untersuchungsmaterials

mit Protein S Ac Mangelplasma hergestellt. 56 pl des gemischten Plasmas werden in
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eine Kulvette pipettiert, in welche nachfolgend 75 ul APC-Reagenz und 188l

Startreagenz hinzugegeben werden.

Nach Zugabe des Startreagenz (RVV) wird die Gerinnungskaskade aktiviert. Der
Zeitpunkt der Gerinnselbildung wird optisch Uber Extinktionsmessung bei 405 nm
gemessen. Die gemessene Gerinnungszeit ist der Protein-S-Konzentration direkt

proportional.

2.2.7 Leistungsmerkmale des Protein S Ac der Fa. Dade Behring

Der Hersteller gibt einen Intraassay-Variationskoeffizienten von 3,6-5,1% an. Der
Interassay-Variationskoeffizient wird mit 2,0-4,1% angegeben. Die Gesamtprazision
befindet sich nach Herstellerangaben zwischen 2,0-4,1%.

Der bei unserer Untersuchung ermittelte Intraassay-Variationskoeffizient betrug flr den
Protein S Ac der Fa. Behring 5,0%. Der Interassay-Variationskoeffizient lag bei 4,0-
4,7%.

Eine Ubersicht tiber den Gehalt an Einzelfaktoren im Mangelplasma gibt Tabelle 6.

Faktoren Aktivitat (%)

Fll 81

FV 78

F Vil 107

F Vil 52

F X 94

Protein S nicht nachweisbar

Tab. 6: Einzelfaktorengehalt des Protein-S-Mangelplasmas des Protein-S-Ac-Tests der

Fa. Dade Behring
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2.2.8 Die Bestimmung der Faktor-VIlI-Aktivitat (koagulometrischer Einphasen-
Test der Fa. Dade Behring)

Testprinzip:

Der Mangel an Faktor VIII fuhrt zu einer verlangerten aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT). Die Bestimmung des Faktor VIl als Faktor des intrinsic
systems erfolgt mit einer Einphasenmethode und der Bestimmung der Gerinnungszeit
im (a)PTT-System. Patientenplasma wird mit Faktor-VIlI-Mangelplasma gemischt,
dadurch hangt die gemessene Gerinnungszeit nur von der Faktor-VIII-Aktivitat im
Patientenplasma ab. Die Aktivitat des Faktor VIII in % der Norm wird Uber eine
Bezugskurve ermittelt, die mit Verdinnungen von Standard-Humanplasma oder einem
Normalplasma erstellt wird. Fur die Bestimmung werden mindestens 300 pl

citratantikoaguliertes Plasma bendtigt.

Reagenzien und Gerate:

Reagenz 1: Faktor-VIlI-Mangelplasma (human, durch Immunabsorption von
Faktor VIII gereinigt), Fa. Dade Behring, Bestell-Code OTXW 17
Reagenz 2: Actin FS (aPTT-Reagenz)
Fa. Dade Behring, Bestell-Code B4218-100
Reagenz 3: Calciumchlorid-Lésung (eigene Herstellung)

0,386g CaCl, einwiegen und mit Aqua dest. auf 100 ml auffillen.
Reagenz 4: Dade® Owrens Veronal Buffer (Puffer), Bestell-Code B4234

Weitere, zur internen Qualitatskontrolle bendtigte Reagenzien:
Kontrollplasma N, Bestell-Code ORKE

Kontrollplasma P, Bestell-Code OUPZ
Standard-Humanplasma, Bestell-Code ORKL

Geréatettyp: Amax C190 der Fa. Sigma/Amelung
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Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:

Reagenz 1: Faktor-VIlI-Mangelplasma mit 1 ml Aqua dest. verdinnen,
bei RT 15 min lagern und agitieren.

Alle Gbrigen Reagenzien sind gebrauchsfertig und sollten 15 min. vor Testbeginn bei RT

lagern.

Testdurchfihrung:

40 ul Veronal-Puffer

10 pl Patientenplasma (zu untersuchendes Material)

50 ul mit Aqua dest. verdinntes Mangelplasma

50 ul Actin FS

werden in eine fur eine koagulometrische Messung vorgesehene Kuvette pipettiert und

3 min. bei 37°C inkubiert.

Durch Zugabe von 50 pl Calciumchloridiésung wird der Gerinnungsprozess gestartet.
Der Zeitpunkt der Gerinnselbildung wird koagulometrisch bestimmt und die Zeitdauer ist

der Faktor-VIII-Aktivitat umgekehrt proportional.

Eine Ubersicht tiber den Gehalt an Einzelfaktoren im Mangelplasma gibt Tabelle 7.

Faktoren Aktivitat (%)

Fll 86

FV 81

F Vil 71

F VIl nicht nachweisbar
F X 79

Tab. 7: Einzelfaktorengehalt des Faktor-VIlI-Mangelplasmas der Fa. Dade Behring
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2.2.9 Prinzip der Detektion der FVL-Mutation mittels

doppeltfluoreszenzmarkierter Hydrolysesonden (Tagman-Sonden)

Zum Nachweis der FVL-Mutation wird eine allelspezifischeTagMan-PCR durchgefihrt.
Die PCR wird nach der Methode von Happich et al. 1999 durchgefiuhrt. Hierbei wird
isolierte genomische DNA eingesetzt. Neben zwei Primern werden zwei
fluoreszenzmarkierte Sonden eingesetzt. Wahrend eine der Sonden die Wildtyp-
Sequenz besitzt, tragt die andere die Mutationssequenz. An den 5 -Enden der Sonden
sind verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt. An den 3"-Enden befindet sich ein
sogenannter Quencher, der trotz Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes eine Emission
verhindert. Nach Anlagerung der Sonden an die komplementéare Zielsequenz wird diese
durch die Polymerase hydrolisiert, was zur raumlichen Trennung des
Fluoreszenzfarbstoffes von dem Quencher fihrt. Hierdurch steigt die Emission des
Farbstoffes nach Anregung mit jedem Zyklus an. Lagert sich z.B. die Wildtypsonde an
die die Mutationssequenz an, so wird diese Sonde nicht hydrolisiert, sondern aufgrund
der Fehlpaarung vom Template abgesto3en. Hierbei kommt es nicht zu einer Trennung

von Farbstoff und Quencher, so dass kein Fluoreszenzsignal entstehen kann.

2.2.10 Bestimmung der APC-Ratio

Testprinzip:

Das zu untersuchende Plasma wird mit Faktor-V-Mangelplasma verdinnt und mit aPTT-
Reagenz inkubiert. Die Zeitdauer bis zur Fibrinbildung wird nach Zugabe von
Calciumchlorid mit und ohne Zugabe von APC gemessen. Nach Ermittlung beider
Messwerte wird der Quotient aus aPTT mit APC-Zugabe und aPTT ohne APC-Zugabe
gebildet. Der Normbereich befindet sich zwischen 3,0-4,3.

Die Methode wird analog nach Tripodi et al. 1998 durchgefthrt.

Reagenzien und Gerate:

Reagenz 1: Faktor-V-Mangelplasma (eigene Herstellung, gebrauchsfertig)
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Reagenz 2: Actin FS (aPTT-Reagenz)

Fa. Dade Behring, Bestell-Nr. B4218-100
Reagenz 3: Calciumchlorid-Losung (eigene Herstellung)

0,386g CaCl, einwiegen und mit Aqua dest. auf 100 ml auffullen.
Reagenz 4: APC/Calciumchlorid-Lésung

(eigene Herstellung, gebrauchsfertig)

Geratetyp: Thrombolyzer der Fa. Organon Teknika GmbH, Eppelheim

Herstellung/Vorbereitung der Reagenzien:
Alle Reagenzien sind gebrauchsfertig und sollen 15 min. vor Testdurchfiihrung bei
RT gelagert werden.

Testdurchfihrung:

Es werden je zwei Ansatze mit

15 pl Patientenplasma (zu untersuchendes Material)

60 ul Faktor-V-Mangelplasma

75 ul Actin FS (aPTT-Reagenz)

in eine fur eine koagulometrische Messung vorgesehene Klvette pipettiert und 3 min.
bei 37°C inkubiert. Die Gerinnung wird im ersten Test durch Zugabe von 75 pl

Calciumchloridldsung aktiviert, im zweiten Test durch 75 ul APC/Calciumchlorid-Lésung.

Reagenz Test 1 Test 2
Patientenplasma 15 pl 15 pl
Faktor-V-MP 60 ul 60 pl

Actin FS 75 pl 75 pl
Inkubationszeit 3 Min. 37°C 3 Min. 37°C
CaCl, 75 pl -

APC/ CaCl, - 75

Tab 8: Pipettierschema des Thrombolyzers der Fa. Organon zur Bestimmung der APC-
Ratio. APC-Ratio =Test 2/Test 1, MP=Mangelplasma
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Die Pipettierschritte mit definierten Volumina werden vom Thrombolyzer automatisch
durchgefiihrt entsprechend einer vorgegebenen Programmierung. Diese wird fir

unseren Versuch in der Tabelle 8 wiedergegeben.

2.2.11 Mogliche Fehlerquellen/Interferenzen der Testsysteme (Herstellerangaben)

Protein S gesamt/frei/funktionell: Unter oraler Kontrazeption, Leberinsuffizienz,
Schwangerschaft, L-Asparaginasetherapie, Diabetes und entzindlichen Reaktionen
kénnen erniedrigte Protein-S-Parameter auftreten. Erhdhte Protein-S-Parameter werden
beim Nephrotischen Syndrom und bei der Verbrauchskoagulopathie beschrieben sowie
bei der Therapie mit Thrombininhibitoren (z.B. Hirudin oder Argatroban).

Funktionelle Protein-S-Bestimmung: Der Protein-S-clotting-Test der Fa. Roche
Diagnostics und der Protein-S-Ac-Test der Fa. Dade Behring werden laut
Herstellerangaben nicht von erhdhten F-VIII-Aktvitaten beeinflusst. Theoretisch ware
eine Beeinflussung durch ein prokoagulatorisch gesteigertes Gerinnungspotential, das
z.B. im Rahmen einer Akut-Phase-Reaktion auftritt, denkbar. Die Fa. Roche gibt keine
Interferenzen bis zu einer F-VIII-Aktivitdt von 250% (Dade Behring bis 400%) an.
Heparindosen bis 1,0 1U/ml (bei Dade Behring laut Herstellerangaben 3,0 1U/ml) im
Vollblut erzeugen ebenfalls keine Interferenzen. Somit ist eine Beeinflussung des
Ergebnisses bei Patienten, die eine Antikoagulation mit niedermolekularem Heparin
durchfiihren, unwahrscheinlich. Lupus-Antikoagulanzien und Anti-Phospholipid-
Antikdrper kdnnen Protein-S-Werte artifiziell verandern.
Faktor-VIlI-Aktivitatsbestimmung: Lupus-Antikoagulanzien und Anti-Phospholipid-
Antikdrper kénnen die Faktor-VIII-Aktivitat artifiziell verandern.

2.2.12. Statistische Methoden

Die meisten Analysen wurden mit dem Programm SPSS fiir Windows® (Version 12.01
deutsch) durchgefihrt. Zunachst wurden die Ergebnisse auf Normalverteilung gepruft.
Fur den Vergleich quantitativer Werte (Protein-S-Parameter) zwischen den durch den
FVL Genotyp definierten Gruppen wurde eine Varianzanalyse durchgefihrt. Die

anschlieRenden paarweise durchgeftihrten Gruppenvergleiche wurden mit einem t-Test
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fur unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. In Anlehnung an das entsprechende
konfirmatorische Testverfahren fir einen Dreigruppenvergleich wurden die p-Werte der

t-Tests in Abhangigkeit von dem Ergebnis der jeweiligen Varianzanalyse korrigiert. Die

Verteilung der einzelnen Werte in den Gruppen gab keinen Hinweis auf

Varianzinhomogenitaten zwischen den Gruppen oder wesentliche Abweichungen von

der Normalverteilung der Werte innerhalb der Gruppen.

Variable: STA Protein S clotting, Fa. Roche

SSQ Freiheitsgrade MSQ F-Verteilung p-Wert
Genotyp 20937,9565 2 10198,9783 15,02 0,0001
Fehler 91669,8696 135 679,0361
Total 112067,8261 137
Variable: Protein S Ac, Fa. Behring

SSQ Freiheitsgrade MSQ F-Verteilung p-Wert
Genotyp 33314,62319 2 16657,31159 37,18 0,0001
Fehler 60474,91304 135 447,96232
Total 93789,53623 137
Variable: Freies Protein-S-Antigen (Asserachrom, Fa. Roche)

SSQ Freiheitsgrade MSQ F-Verteilung p-Wert
Genotyp 680,05797 2 340,02899 1,09 0,3400
Fehler 42209,56522 135 312,66345
Total 42889,62319 137
Variable: Gesamtes Protein-S-Antigen (Asserachrom, Fa. Roche)

SSQ Freiheitsgrade MSQ F-Verteilung p-Wert
Genotyp 345,84058 2 172,92029 0,41 0,6665
Fehler 57374.73913 135 424.99807
Total 57720,57971 137

Tab. 9: Ergebnisse der Varianzanalyse von Genotypen und untersuchten Protein-S-

Parametern

SSQ (sum of squares) = Abweichungsquadrate

MSQ (mean of squares) = mittlere Abweichungsquadrate
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Bei allen analytischen Verfahren wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgesetzt.
Grafisch wurden die Ergebnisse tUberwiegend mit Boxplot-Wiskers-Diagrammen
dargestellt. Dabei entspricht die untere Begrenzungslinie dem unteren Quartil und die
obere dem oberen Quatrtil. Die Trennlinie stellt den Median dar. Die von der unteren
Quiartillinie nach unten, bzw. von der oberen Linie hach oben gezogenen Linien
(Wiskers) erstrecken sich zu den Extrempunkten Minimum und Maximum, sofern die die
Extremwerte den zweifachen Quartilabstand nicht tiberschreiten. Uber diese Abstande
hinausgehende Ausreil3er sind als Einzelmesspunkte dargestellt.

Die Korrelationen und kumulative Haufigkeiten wurden teilweise zusatzlich mit dem
Programm Microsoft Office Excel 2003 (deutsche Version) berechnet und grafisch
gestaltet. In Streudiagrammen wurden Wertepaare zweier statistischer Merkmale
grafisch mittels einer Punktwolke dargestelit.
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3  Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse fur Patienten mit und ohne orale
Antikoagulanzien-Therapie (OAT) gesondert dargestellt. Zundchst werden die
Ergebnisse fur diejenigen Protein-S-Parameter vorgestellt, die quantitativ mittels ELISA
ermittelt wurden. Hierbei handelt es sich um gesamtes und freies Protein S. Im
Anschluss daran werden die Ergebnisse der funktionellen Testmethoden betrachtet. Zur
Gegenuberstellung und besseren Vergleichbarkeit werden die beiden untersuchten
funktionellen Tests in einem Kapitel dargestellt, wobei die getrennte Darstellung von
antikoagulierten und nicht-antikoagulierten Patienten beibehalten wird. Nach
Untersuchungen zur Korrelation von Protein-S-Parametern folgen Ergebnisse zu
Untersuchungen zum Themenkomplex Beeinflussung der Protein S-Bestimmung durch

die Lagerungsdauer der Plasmaproben.

3.1 Demografische Kennwerte des Patientenkollektivs und der Kontrollen

Da alle Patienten einem alters- und geschlechtsbezogenem Matching unterzogen
wurden, soll die folgende tabellarische Darstellung (Tab. 10) einen Uberblick tiber
wesentliche Charakteristika  des untersuchten Kollektivs geben. Die
Untergruppeneinteilung erfolgte nach FV-G1691A-Genotyp (homozygot, heterozygot,
Wildtyp) und umfasste pro Gruppe n=46 Patienten. Das Alter der Patienten und der
Plasmaproben sowie der Quick-Wert wurde in MittelwerttStandardabweichung
angegeben. Die ubrigen Parameter in [%] oder Fallzahl n.

Weitere patientenbezogene Merkmale werden in Kapitel 2 aufgefinhrt.
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Kontrollgruppe Heterozygote Homozygote

Wildtyp FVL FVL

n =46 n =46 n =46
Alter [Jahre] 42,1+ 14,2 41 £ 13,9 42,5+ 13,6
Geschlecht [n] m 16 15 18

w 30 31 28

Pat. ohne OAT [n] 33 33 33
Pat. mit OAT [n] 13 13 13
Pat. mit thrombo-
embolischen
Komplikationen [%] 28,3 39,1 61,9
Quick-Wert ohne OAT
[%] 91,7+8,2 87,8 +9,0 87,2+89
Quick-Wert mit OAT [%] 27,2+8,8 27,5+5,8 243+74
Lagerungsdauer 18,919,1 22,5+ 154 48,8 + 23,7
Plasmaprobe [Monate]

Tab. 10: Demografische Daten und klinische Charakteristika des Patientenkollektivs

3.2 Gesamtes Protein-S-Antigen (ELISA)

3.2.1 Patienten ohne orale Antikoagulation

Zunachst werden die Ergebnisse der Bestimmung des gesamten (Kapitel 3.2.1.) und
freien Protein S (Kapitel 3.3.1.) vorgestellt, da mit dieser Untersuchung festgestellt
werden soll, ob bereits bei dieser Messmethode mit nachgewiesener hoher
Messprazision ein signifikanter Unterschied zwischen den Untergruppen bzw. ein
klinisch relevanter Protein-S-Mangel vorliegt.

Da das gesamte Protein S, wie in Kapitel 1.7 beschrieben, durch die Einnahme von
Vitamin-K-Antagonisten erniedrigt wird, wurden auch die Berechnungen an Patienten
ohne und mit Antikoagulation getrennt durchgefthrt.

Zur Vereinfachung der Darstellung des Ergebnisteiles werden im Folgenden die
Messwertergebnisse in Untergruppen dargestellt. Gemeint ist hiermit die Aufteilung in
Gruppen nach Genotyp (FV-1691AA = Wildtyp-/Kontrollgruppe, FV-1691GA = Patienten
mit heterozygotem FVL und FV-1691GG = Patienten mit homozygotem FVL).

In der Untergruppenanalyse (Tab.11, Abb.7) fand sich bei nicht oral antikoagulierten
Patienten in der Wildtypgruppe (n=33) ein gesamtes Protein S von 79,6%+13,6%, bei
heterozygoter FVL-Mutation (n=33) 78,7%+14,5%

homozygoter FVL-Mutation (n=33) 77,6%+16,8%.

den Patienten mit und mit
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Gesamtes Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)

N Mittelwert Stabw. Minimum [%] | Maximum
(%] [%] [%]
Wildtyp 33 79,6 13,6 57,0 111,0
FVL heterozygot 33 78,7 14,5 52,0 124,0
FVL homozygot 33 77,6 16,8 55,0 116,0

Tab.11: Statistische Kennwerte fiir das gesamte Protein S (ELISA Asserachrom® Fa.

Roche) bei Patienten und Kontrollen ohne orale Antikoagulation in Abh&ngigkeit vom
FV-G1691A-Genotyp.

Protein S gesamt %

Gesamtes Protein-S-Antigen
(ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)
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Abb. 7: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des gesamten Protein S (ELISA
Asserachrom® Fa. Roche) in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fiir Patienten ohne
orale Antikoagulation. In jeder Gruppe wurden n=33 Patienten untersucht.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=0oberes/unteres Quartil

T-Balken=Minimum/Maximum

Zur Uberprifung der Hypothese, ob ein signifikanter Unterschied der Protein-S-
Parameter in Abhangigkeit vom Faktor-V-Genotyp besteht, wurde ein T-Test fir
unabhangige Stichproben zwischen den Untergruppen durchgefihrt.
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Die ermittelten p-Werte konnten zeigen, dass das gesamte Protein-S-Antigen durch die

Faktor-V-Leiden-Mutation nicht signifikant beeinflusst wird.

3.2.2 Patienten mit oraler Antikoagulation

Gesamtes Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)

N Mittelwert Stabw. Minimum Maximum
[%6] [%] [%] [%]
Wildtyp 13 49,7 17,8 27,0 93,0
FVL heterozygot 13 44,3 4.9 38,0 54,0
FVL homozygot 13 43,6 9,7 28,0 60,0

Tab. 12: Statistische Kennwerte fiir das gesamte Protein S (ELISA Asserachrom® Fa.
Roche) bei Patienten und Kontrollen mit oraler Antikoagulation in Abhangigkeit vom FV-
G1691A-Genotyp

In der Untergruppenanalyse (Tab. 12, Abb. 8) fand sich bei den Patienten in der
Kontrollgruppe/Wildtypgruppe (n=13) mit oraler Antikoagulation (n=13) ein gesamtes
Protein S von (n=13) 49,7%17,8%, in der Gruppe der Patienten mit heterozygoter FVL-
Mutation (n=13) 44,3%%4,9% und in der Gruppe der Patienten mit homozygoter FVL-
Mutation (n=13) 43,6%z=9,7%.
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Gesamtes Protein-S-Antigen
(ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)
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Abb. 8: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des gesamten Protein S (ELISA
Asserachrom® der Fa. Roche) in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fiir Patienten
mit oraler Antikoagulation. In jeder Gruppe wurden n=13 Patienten untersucht.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=oberes/unteres Quartil
T-Balken=Minimum/Maximum

Der T-Test fur die Gruppe der antikoagulierten Patienten erreichte bezlglich der
Subgruppenvergleiche nicht das Signifikanzniveau.
Daher wird auch bei Patienten mit oraler Antikoagulation keine signifikante

Beeinflussung des gesamten Protein-S-Antigens durch die Faktor-V-Leiden-Mutation
festgestellt.

3.3 Freies Protein S (ELISA)

3.3.1 Patienten ohne orale Antikoagulation

In der Untergruppenanalyse fand sich, wie in Tabelle 13 und Abbildung 9 dargestellt, bei
nicht antikoagulierten Patienten der Kontrollgruppe/Wildtypgruppe ein freies Protein S
von 71,0%+11,9%, bei den Patienten mit heterozygoter FVL-Mutation 70,0%+10,5% und
bei Patienten mit homozygoter FVL-Mutation 66,7%z=11,8%.
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Freies Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)

N Mittelwert Stabw. Minimum Maximum
[%6] [%] [%] [%]
Wildtyp 33 71,0 11,9 38,0 95,0
FVL heterozygot 33 70,0 10,5 53,0 91,0
FVL homozygot 33 66,7 11,8 48,0 88,0

Tab.13: Statistische Kennwerte

fur das freie Protein S (ELISA Asserachrom®, Fa.

Roche) bei Patienten und Kontrollen ohne orale Antikoagulation in Abh&ngigkeit vom
FV-G1691A-Genotyp

Protein S frei %
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Abb. 9: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des freien Protein S (ELISA

Asserachrom® der Fa. Roche) in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fiir Patienten

ohne orale Antikoagulation. In jeder Gruppe wurden n=33 Patienten untersucht.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=0oberes/unteres Quartil

T-Balken=Minimum/Maximum

Es wurde ein T-Test fur unabhangige Stichproben zwischen den einzelnen Gruppen

durchgefiihrt. Auch hier besteht kein signifikanter Unterschied der Mittelwertvergleiche
des freien Protein-S-Antigen in den Untergruppen.

60




3.3.2 Patienten mit oraler Antikoagulation

In der Gruppe der antikoagulierten Patienten fand sich in  der
Kontrollgruppe/Wildtypgruppe ein freies Protein S mit 43,0%+14,8%, bei den Patienten
mit heterozygoter FVL-Mutation 36,5%+4,5% und bei Patienten mit homozygoter FVL-

Mutation 37,0%+6,9%. Die statistischen Kennwerte werden in Tabelle 14 und Abbildung
10 dargestellt.

Freies Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®, Fa. Roche)

N Mittelwert Stabw. Minimum Maximum
[%6] [%6] [%0] [%]
Wildtyp 13 43,0 14,8 19,0 71,0
FVL heterozygot 13 36,5 4,5 31,0 47,0
FVL homozygot 13 37,0 6,9 26,0 47,0

Tab.14: Statistische Kennwerte fiir das freie Protein-S-Antigen (ELISA Asserachrom®

Fa. Roche) bei Patienten und Kontrollen mit oraler Antikoagulation in Abhangigkeit vom
FV-G1691A-Genotyp
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Abb. 10: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des freien Protein S (ELISA
Asserachrom® der Fa. Roche) in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fiir Patienten
mit oraler Antikoagulation. In jeder Gruppe wurden n=13 Patienten untersucht.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=oberes/unteres Quatrtil

T-Balken=Minimum/Maximum

Der T-Test fur die Gruppe der antikoagulierten Patienten erreichte im
Subgruppenvergleich zu keiner Zeit das Signifikanzniveau.

3.4 Funktionelle Protein S Aktivitat mit zwei koagulometrischen Tests
unterschiedlicher Hersteller

3.4.1 Patienten ohne orale Antikoagulation

Die Messergebnisse werden in einer direkten Gegenuberstellung beider Testsysteme
(STA Protein S clotting der Fa. Roche und Protein S Ac der Fa. Dade Behring)

dargestellt.

Test Wildtyp FVL heterozygot FVL homozygot
PSCL 92,2 72,4 60,2
Mittelwert
[%0] PSAC 86,7 60,0 429
PSCL 19,7 15,6 17,6
Standard-
Abweichung PSAC 20 9,5 10,2
[%]
PSCL 44 -132 43 -110 32-96
Minimum
Maximum PSAC 33-130 38-77 26 - 74
[%]

Tab.15: Statistische Kennwerte fir das funktionelle Protein S bei Patienten und
Kontrollen ohne orale Antikoagulation in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp
PSCL=Messwerte fur den STA Protein S clotting der Fa. Roche

PSAC=Messwerte fur den Protein S Ac der Fa. Dade Behring
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Wie aus Tabelle 15 und Abbildung 11 ersichtlich wird, fand sich bei der Bestimmung des

funktionellen Protein S mit dem Test der Fa. Roche in der Kontrollgruppe (n=33) ein

funktionelles PS von 92,2%, bei den Patienten mit heterozygotem FVL (n=33) von

72,4% und bei Patienten mit homozygoter FVL-Mutation (n=33) 60,2%. Bei der

Bestimmung des funktionellen Protein S mit dem Test der Fa. Dade Behring fand sich in

der Kontrollgruppe (n=33) ein funktionelles Protein S von 86,7%, bei den Patienten mit

heterozygotem FVL (n=33) 60,0% und in der Gruppe der Patienten mit homozygotem

FVL (n=33) von 42,9%.

Funktionelles Protein S
STA Protein S clotting, Fa. Roche
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Protein S Ac, Fa. Behring

125+

100 =

75 =

50 =

25

T
Homozygot
n=33

Hetelrozygm
n=33
FV-G1691A-
Genotyp

Abb. 11: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des funktionellen Protein S in

Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fur Patienten ohne orale Antikoagulation. In
jeder Gruppe wurden n=33 Patienten untersucht.

Links die Darstellung fur den STA Protein S clotting der Fa. Roche, rechts fir den

Protein S Ac der Fa. Behring.

Signifikante Gruppenunterschiede wurden mit Klammer und Stern markiert.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=oberes/unteres Quatrtil

T-Balken=Minimum/Maximum
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Im T-Test fur unabhangige Stichproben konnten signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Genotyp-Gruppen festgestellt werden.

Dieses Ergebnis zeigt bei beiden funktionellen Protein-S-Tests eine signifikante
Beeinflussung der Protein-S-Aktivitat durch die Faktor-V-Leiden-Mutation.

3.4.2 Patienten mit oraler Antikoagulation

Im Folgenden werden die unter 3.4.1 beschriebenen Berechnungen bei Patienten mit
oralen Antikoagulanzien durchgefihrt.

In der Untergruppenuntersuchung (siehe Tab. 16 Abb. 12) fand sich bei der Messung
des funktionellen Protein S mittels Protein S clotting der Fa. Roche Diagnostics in der
Kontrollgruppe (n=13) ein funktionelles Protein S von 41,0%+14,5%, bei den Patienten
mit heterozygotem FVL (n=13) von 27,0%+5,0% und in der Gruppe der Patienten mit
homozygotem FVL (n=13) 20,9%15,6%.

Test Wildtyp FVL heterozygot FVL homozygot
PSCL 41,0 27,0 20,9
Mittelwert
[%0] PSAC 38,8 25,5 18,5
PSCL 14,5 5,0 5,6
Standard-
Abweichung PSAC 16,0 4.4 54
[%]
PSCL 12 - 66 19 -37 14-34
Minimum
Maximum PSAC 10-79 22 — 38 10 - 27
[%]

Tab.16: Statistische Kennwerte fir das funktionelle Protein S bei Patienten und
Kontrollen mit oraler Antikoagulation in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp
PSCL=Messwerte fur den STA Protein S clotting der Fa. Roche

PSAC=Messwerte fur den Protein S Ac der Fa. Dade Behring
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Funktionelles Protein S

Funktionelles Protein S
STA Protein S clotting, Fa. Roche

Protein S Ac, Fa. Behring
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Abb. 12: Boxplot-Darstellung der Messwertergebnisse des funktionellen Protein S in
Abhéangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp fur Patienten mit oraler Antikoagulation. In jeder
Gruppe wurden n=13 Patienten untersucht. Links die Darstellung fur den STA Protein S
clotting der Fa. Roche, rechts fur den Protein S Ac der Fa. Behring.

Signifikante Gruppenunterschiede wurden mit Klammer und Stern markiert.

Linie innerhalb der Box=Median, Ober-/Untergrenze der Box=oberes/unteres Quartil
T-Balken=Minimum/Maximum

Im T-Test fir unabhéngige Stichproben zwischen den einzelnen Gruppen konnte ein

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

Lediglich zwischen der heterozygoten und der homozygoten Subgruppe konnte beim
Test der Fa. Roche nicht das Signifikanzniveau erzielt werden.
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In der folgenden Tabelle 17 sind alle Protein-S-Parameter in Abhangigkeit vom F-

VG1691A-Genotyp und in Abhangigkeit des Antikoagulationsstatus abgebildet.

Protein S Gesamt Frei Fkt. (Roche)  Fkt. (Behring)
Wildtyp gesamt n = 46 71,1+20,0 |63,1+179 |77,7+29,6 |73,2+28,9
Wildtyp ohne OAT n = 33 79,6+136 |71,0+119 |922+19,7 |86,7+20,1
Wildtyp mit OAT n =13 49,7+17,8 |43,0+14,8 [(41,0+14)5 |38,8+16,0
FVL heterozygot gesamt n = 46 69,0+200 [60,5+17,8 |596+246 |495+17,4
FVL heterozygot ohne OAT n=33 | 78,7+145 |70,0£105 |724+156 |59,0£95

FVL heterozygot mit OAT n = 13 44,3+ 49 36,5+4,5 27,0+5,0 255144

FVL homozygot gesamt n = 46 67,2+21,7 |57,7+x17,4 |48,2+23,6 |355+145
FVL homozygot ohne OAT n=33 | 77,6 +16,8 66,7 +11,8 60,2+17,6 |42,9+10,3
FVL homozygot mit OAT n =13 43,6 £ 9,7 37,0+6,8 20,9+5,6 18,5+5/4

Tab. 17: Statistische Kennwerte (MittelwertxStandardabweichung) fur alle ermittelten

Protein-S-Parameter

3.5 Untersuchungen zum Einfluss der Lagerungsdauer der Plasmaproben auf die
Analysenergebnisse
3.5.1 Zeitpunkt der Probengewinnung

Die in der Untersuchung verwendeten Plasmaproben von Patienten mit homozygoter
FVL-Mutation wurden in einem Zeitraum von 6 Jahren (1997-2003) in unserer
Thrombophilieambulanz gesammelt und tiefgefroren bei —40°C gelagert. Der lange
Sammelzeitraum ist durch die geringe Pravalenz der homozygoten FVL-Mutation zu
erklaren (siehe Kapitel 1.7.1). Da dadurch in den Untergruppen eine heterogene
Zusammensetzung des Probenalters besteht, wurden ausfuhrliche Untersuchungen zum
Einfluss der Lagerungsdauer der Plasmaproben auf die Analysenergebnisse
durchgefuhrt.

Die 138 Proben, die am Tag der Gewinnung in 1-2 ml-Portionen bei —40°C tiefgefroren
wurden, hatten ein Mindestalter vom Zeitpunkt der Blutentnahme bis zur Analyse von 4
Monaten. Die Probe mit l&angster Lagerungsdauer war zum Zeitpunkt der Analyse 86

Monate alt (Mittelwert aller Proben 30,7+21,9). Es konnte gezeigt werden, dass die
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Verteilung des Probenalters in Abhéngigkeit vom FV-G1691A-Genotyp in Monaten eine
deutliche Kurtosis aufwies, welche in Abb. 13 ersichtlich ist. Das mittlere Alter der Probe
in  MonatenzStandardabweichung (Minimum/Maximum) verteilte sich in den
Untergruppen wie folgt:

Kontrolle/Wildtypgruppe 18,9+9,1 (4-52) Monate, heterozygote FVL: 22,5+15,4 (5-56)
und in der Gruppe homozygote FVL 49,5+23,7 (7—86) Monate.
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Abb. 13: Verteilung der Lagerungsdauer von Plasmaproben in Abhangigkeit vom FV-
G1691A-Genotyp
Dargestellt sind kumulative Haufigkeiten. Ein Balken stellt ein Zeitintervall von 10

Wochen dar. Die Verteilung wird in der Kurve dargestellt.

Es zeigt sich eine Kumulation der dltesten Proben in der Gruppe mit homozygoter FVL.
Diese Tatsache wird durch den langen Sammelzeitraum aufgrund der niedrigen
Frequenz der homozygoten FVL-Mutation erklart.

Im folgenden Kapitel soll untersucht werden, ob Korrelationen zwischen Proben

unterschiedlichen Entnahmedatums existieren.

3.5.2 Analyse von Plasmaproben mit gleicher Lagerungsdauer

Aufgrund der unterschiedlichen Lagerungsdauer der Plasmaproben konnte vermutet
werden, dass der beobachtete Einfluss der Faktor-V-Leiden-Mutation durch das Alter
der Probe mitverursacht wurde.

Die unter 3.4. durchgefuhrten Berechnungen wurden daher an den Plasmaproben
wiederholt, die die kurzeste Lagerungsdauer bei —40°C aufwiesen. Die Plasmaproben
stammten von Patienten, die sich ausschlieBlich in den Jahren 2002 und 2003 in

unserer Ambulanz vorgestellt hatten. Die Lagerungsdauer betrug im Mittel bei diesem
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Probenpool 16,8 £ 4,3 Monate. In jeder Untergruppe (FVL homozygot, heterozygot und
Wildtyp) wurden n=9 Proben untersucht. Es wurden ausschliel3lich Patienten ohne orale
Antikoagulation untersucht. Die alteste Probe war 27 Monate alt. Die jungste Probe 7
Monate. Die Mittelwerte des Probenalters in Monaten (Tab. 18) der einzelnen
Untergruppen lagen in der Kontrollgruppe/Wildtypgruppe bei 18,1 + 0,3, in der Gruppe
mit heterozygotem FVL 16,7 £ 3,5 und bei den Patienten mit homozygotem FVL bei 15,7
+9,0.

Lagerungsdauer der Plasmaprobe in Monaten

N Mittelwert Stabw. Minimum Maximum
[Monate] [Monate] [Monate] [Monate]
Wildtyp 15,7 9,0 7 27
FVL heterozygot 16,7 3,5 8 21
FVL homozygot 9 18,1 0,3 18 19

Tab.18: Statistische Kennwerte fiir das Alter der Plasmaprobe in Monaten bei Patienten
und Kontrollen ohne Antikoagulation bei einer Auswahl von Proben mit homogener

Lagerungsdauer in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp

Der Vergleich der funktionellen Protein-S-Werte der Untergruppen (siehe Tab. 19)
mittels T-Test erzielt ahnliche Ergebnisse und Signifikanzniveaus, wie unter 3.4.
beschrieben, trotz deutlich kleinerem n bei den Plasmaproben mit homogener

Lagerungsdauer. In allen Gruppen liegt ein signifikanter Unterschied vor.
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Test Wildtyp FVL heterozygot FVL homozygot
PSCL 89,1 65,2 49,8
Mittelwert
[%0] PSAC 79,1 58,4 35,9
PSCL 22,9 10,9 10,3
Standard-
Abweichung PSAC 22,5 6,6 7.8
[%6]
PSCL 12 — 66 19 - 37 14-34
Minimum
Maximum PSAC 10-79 22 — 38 10-27
(6]

Tab. 19: Statistische Kennwerte fir das funktionelle Protein S bei Patienten und
Kontrollen ohne orale Antikoagulation bei einer Auswahl von Proben (n=9) mit

homogener Lagerungsdauer in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp

Somit konnte gezeigt werden, dass die Protein-S-Aktivitat in Proben mit kurzer,
vergleichbarer Lagerungsdauer ebenso wie in Proben mit langer, heterogener

Lagerungsdauer vom Faktor-V-G1691A-Genotyp beeinflusst werden.

3.5.3 Vergleich der im Rahmen des Experimentes untersuchten Protein-S-
Parameter mit Protein-S-Parametern, die zum Zeitpunkt der

Probengewinnung ermittelt wurden

Das Kollektiv der Patienten mit heterozygoter und homozygoter FVL-Mutation wurde,
wie zuvor erwahnt, in unserer Thrombophilie-Ambulanz in den Jahren 1997-2004
beziglich des Vorliegens weiterer thrombophiler Risikofaktoren untersucht. Bei nahezu
allen Patienten wurden dabei auch die Protein-S-Parameter (gesamtes und freies
Protein S) bestimmt, bei einem Telil der Patienten (n=77) wurde auch eine funktionelle
Protein-S-Bestimmung (Protein S Asserachrom® der Fa. Roche) jeweils zum Zeitpunkt

der ambulanten Vorstellung des Patienten, d.h. mit einem maximalen Zeitverzug von 2
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Wochen bis zur Bestimmung durchgefihrt. Bei einem kleinen Teil der Patienten (n=14)
sind keine Protein-S-Parameter erhoben worden. Die erhobenen Vorwerte werden im
Folgenden mit den aktuell erhobenen Werten verglichen. Die damaligen Testsysteme
sind mit den heute verwendeten Systemen nahezu identisch. Fur die Untersuchung von
gesamtem und freiem Protein S wurde bereits 03/1997 (Zeitpunkt der &ltesten
Untersuchung) der Protein-S-clotting-Test der Fa. Roche (damals Boehringer Ingelheim)
verwendet. Im Unterschied zur heutigen Untersuchung wurde jedoch noch kein ,One-
step-ELISA" durchgefuhrt. Der ELISA bestand aus mehreren Einzelschritten mit [angerer
Inkubationszeit und aufwandigerem Pipettierschema. Der Test wurde jedoch mit
Reagenzien gleicher Zusammensetzung durchgefiihrt. Das gleiche gilt fir den Protein-
S-Clotting-Test der Fa. Roche Diagnostics (damals Boehringer Ingelheim), der identisch
mit dem heutigen Testprinzip ist. Vergleiche wurden nur mit den jetzt erhobenen Protein-
S-Clotting-Ergebnissen der Fa. Roche Diagnostics durchgefuhrt, da der Protein S Ac der
Fa. Dade Behring nicht in der Routinediagnostik verwendet wurde und somit keine
Ausgangsdaten erhoben wurden. Die statistischen Kennwerte werden in Tabelle 20 und
21 dargestellt.

Zur Uberprufung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Vorwerten und den
aktuell erhobenen Werten besteht, wurde ein zweiseitiger T-Test flr unabhangige
Stichproben angewendet und fur Patienten mit homozygoter und heterozygoter FVL-
Mutation getrennt durchgefuhrt.
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Funktionelle Protein-S-Bestimmung mit Protein S clotting der Fa. Roche

FVL Homozygot

N Mittelwert Standard- Minimum/ Differenz
[%] abweichung | Maximum relativ [%]
[%] [%]
PS frei, Vorwert 9 63,9 22,1 25/111
PS frei, aktueller Wert 9 57,7 17,3 26/88 -9,7
PS gesamt, Vorwert 9 72,0 17,5 42/102
PS gesamt, aktueller Wert 9 67,2 21,7 28/116 -6,7
PS funktionell, Vorwert 9 52,8 31,0 10/129
PS funktionell, aktueller 9 48,2 23,6 14/96 -8,3

Wert

Tab. 20: Statistische Kennwerte fur die funktionelle Protein-S-Bestimmung bei Patienten mit

homozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation

Vorwerte wurden mit dem Protein S clotting, aktuelle Werte wurden mit STA Protein S clotting

der Fa. Roche gemessen.

Funktionelle Protein-S-Bestimmung mit Protein S clotting der Fa. Roche

FVL Heterozygot

N Mittelwert Standard- Minimum/ Differenz
[%] abweichung | Maximum relativ [%]
[%] [%]
PS frei, Vorwert 9 62,7 21,0 22/102
PS frei, aktueller Wert 9 60,5 17,8 31/91 -3,5
PS gesamt, Vorwert 9 68,4 16,7 33/94
PS gesamt, aktueller Wert 9 69,0 20,0 38/124 +0,9
PS funktionell, Vorwert 9 66,4 29,4 21/131
PS funktionell, aktueller 9 59,6 24,6 19/110 -10,2

Wert

Tab. 21: Statistische Kennwerte fur die funktionelle Protein-S-Bestimmung bei Patienten mit

heterozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation

Vorwerte wurden mit dem Protein S clotting, aktuelle Werte wurden mit STA Protein S clotting

beide von der Fa. Roche gemessen.
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Mittels T-Test konnte kein signifikanter Unterschied der Mittelwertvergleiche ermittelt
werden, was in Verbindung mit den unter 3.5.2. dargestellten Ergebnissen einen
weiteren Beleg dafur darstellt, dass der Einfluss des Faktor-V-G1691A-Genotyps auf die

Protein-S-Aktivitat unabhangig von der Probenlagerungsdauer ist.

3.5.4 Korrelation zwischen der Lagerungsdauer der Plasmaproben und der

funktionellen Protein-S-Bestimmung

Aus den vorhergehenden Berechnungen ergibt sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem funktionellen Protein S, gemessen mit den
Testsystemen der Fa. Roche und der Fa. Behring, und dem Alter der Proben. In der
Berechnung der Korrelation findet sich eine negative Korrelation der Parameter Alter der
Probe und funktionelles Protein S, sowie ein niedriger Korrelationskoeffizient (Roche: r =
-0,2853, Behring r = -0,3857), der einen schwachen Zusammenhang der untersuchten

Parameter belegt.
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Abb. 14: Korrelation von Alter der Probe (Lagerungsdauer) mit funktioneller (fkt.)

Protein-S-Bestimmung
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3.5.5 Die Faktor-VIlI-Aktivitat als Surrogatmarker fir das Alter der Proben

Die F-VIII-Aktivitat wird nicht durch die Einnahme von oralen Antikoagulanzien
beeintrachtigt, da die Synthese Vitamin-K-unabhangig in der Leber erfolgt.

Daher wurden alle Berechnungen beztiglich des Faktor-VIlI-Vergleichs sowohl an nicht
antikoagulierten, als auch an antikoagulierten Patientenproben gemeinsam
vorgenommen. Wie aus Tabelle 22 und Abb. 15 ersichtlich wird, liegen die Mittelwerte
fur die Faktor-VIlI-Aktivitat in allen drei Gruppen nahe beieinander: In der Kontrollgruppe
bei 107,3+36,2%, in der Gruppe mit heterozygotem FVL bei 105+36,9% und bei FVL

homozygot 107,5+32,3% (Tab. 22).

Koagulometrische Faktor-VIlI-Aktivitatsbestimmung (Fa. Behring)

N Mittelwert Stabw. Minimum Maximum
[%] [%] [%] [%0]
Wildtyp 46 107,3 36,2 40,0 209,0
FVL heterozygot 46 105,0 36,9 28,0 199,0
FVL homozygot 46 107,5 32,3 49,0 195,0
Tab. 22: Statistische Kennwerte fur die  Faktor-VIlI-Aktivitatsbestimmung

(koagulometrische Bestimmung, Fa. Behring) beim Gesamtkollektiv (Patienten mit und

ohne Antikoagulation) in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp
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Abb. 15: Boxplot-Darstellung der Faktor-VIlI-Aktivitat in Abhangigkeit vom FV-G1691A-
Genotyp

Untersucht und dargestellt wurden alle Patienten (mit und ohne Antikoagulation) je
Untergruppe n=46 Patienten

Im T-Test fir unabhangige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied der F-VIII-
Aktivitat zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

3.6 Korrelation von freier Protein S-Bestimmung und funktioneller Protein S-
Bestimmung

Die Aufgabe von C4BP liegt darin, durch Bindung von Protein S die Inhibition der
Gerinnung zu steuern, da die Kofaktorfunktion von Protein S am APC-Komplex durch
die Bindung an C4BP verhindert wird (Dahlback 1991). Aufgrund dieser Tatsache wird
deutlich, dass lediglich das freie, ungebundene Protein S eine Wirkung im
Hamostasesystem entfaltet. Die Qualitdt der funktionellen Protein-S-Tests wird daher

u.a. an der Korrelation zum freien Protein S, gemessen mittels ELISA, bemessen.
(Goodwin et al. 2002).
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In den folgenden Abbildungen (Tab. 23 und Abb. 16) werden statistisch und grafisch die

Starke des Zusammenhanges zwischen dem freien Protein S und der durch die

funktionellen Tests ermittelten Protein S-Aktivitat verdeutlicht.

Korrelation von freier Protein-S-Bestimmung zu funktioneller Protein-S-Bestimmung
STA Protein S clotting Protein S Ac
Fa. Roche Fa. Behring
Wildtyp/Kontrollgruppe r=0,90 r=:0,89
FVL heterozygot r=0,92 r=0,91
FVL homozygot r=20,96 r=0,91

Tab. 23: Starke des statistischen Zusammenhangs (Korrelationskoeffizient r) zwischen

freier und funktioneller Protein-S-Bestimmung in Abhangigkeit vom FV-G1691A-Genotyp

a)

STA Protein S clotting (Fa. Roche)
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Abb. 16: Korrelation zwischen freier Protein-S-Bestimmung (ELISA Asserachrom®, Fa.
Roche) und funktioneller Protein-S-Bestimmung (linke Abb. STA Protein S clotting der
Fa. Roche, rechte Abb. Protein S Ac der Fa. Behring)

a) Kontrollgruppe/Wildtyp, b) FVL-Mutation heterozygot, c) FVL-Mutation homozygot

Es besteht eine sehr hohe Korrelation zwischen dem freien Protein S und dem

funktionellen Anteil, was die Hypothese vom physiologischen Zusammenhang zwischen

freiem Protein S und funktionellem Protein S bestatigt.
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Untersuchung konnte zeigen, dass die Bestimmung des funktionellen Protein S
durch das Vorliegen der FVL-Mutation dahingehend beeinflusst wird, dass heterozygote
und homozygote Anlagetrager der FVL-Mutation testbedingt niedrigere Protein-S-
Parameter aufweisen als Patienten/Kontrollen ohne FVL-Mutation. Insbesondere konnte
gezeigt werden, dass eine Beeinflussung durch die FVL-Mutation bei beiden
untersuchten Testsystemen zur funktionellen Protein-S-Bestimmung nachweisbar ist,
wobei der Protein-S-Ac-Test der Fa. Dade Behring etwas starker von dem Phanomen
betroffen ist als der STA Protein S clotting der Fa. Roche. Zuverlassige Messwerte
werden jedoch von keinem der beiden Tests erzielt. Bereits in der Patientengruppe, die
einen heterozygoten FV-G1691A-Genotyp besitzt, welcher immerhin eine Pravalenz von
5-8% in der kaukasischen Bevolkerung aufweist, kann ein signifikant von der
Wildtypgruppe abweichendes Messergebnis festgestellt werden. Kontrar dazu konnte
gezeigt werden, dass die immunologisch bestimmten Protein-S-Parameter, wie
gesamtes und freies Protein S durch die FVL-Mutation sowohl in heterozygoter als auch
homozygoter Form keinem Einfluss durch den Genotyp unterliegen.

Die Korrelation zwischen dem ermittelten funktionellen und dem freien Protein S ist sehr
hoch, was der Hypothese entspricht, dass nur das freie, nicht C4b-gebundene Protein S
biologisch aktiv ist.

Ferner wurde der Einfluss von Alter und Lagerungsdauer der Plasmaproben auf die
Gerinnungsparameter untersucht, da eine Kumulation der altesten Proben in der Gruppe
der Patienten mit homozygoter FVL-Mutation vorhanden war und der Aktivitatsverlust
von Gerinnungsparametern mit zunehmender Lagerungsdauer bekanntermal3en groé3er
wird. Als Surrogatmarker fir die Stabilitdt der Gerinnungsfaktoren wurde der gegenuber
Aufbewahrung und Auftauprozessen sehr labile Faktor VIII gewahlt. Die Mittelwerte der
Faktor-VIII-Aktivitatsbestimmung lagen bei allen drei Faktor-V-Genotyp-Gruppen in
einem Messniveau. Statistisch konnte kein signifikanter Unterschied der Faktor-VIlI-
Aktivitat zwischen den Gruppen festgestellt werden. Es gab nur eine leichte negative
Korrelation zwischen der funktionellen Protein-S-Aktivitat und dem Alter der Proben.
Vorwerte und aktuell erhobene Protein-S-Parameter wurden mittels T-Test verglichen,

auch hier ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den zum Teil
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mehrere Jahre auseinander liegenden Messungen. Es zeigte sich lediglich ein zu
erwartender geringfiigiger, statistisch nicht signifikanter und konkordant alle Proben
betreffender Aktivitatsverlust, der als lagerungsbedingt zu betrachten ist. Eine
Verursachung der falsch niedrigen funktionellen Protein-S-Parameter bei Vorliegen der
heterozygoten oder homozygoten FVL-Mutation durch die Lagerungsdauer der bei-40°C
tiefgefrorenen Proben konnte durch diese Untersuchungen ausgeschlossen werden.
Daher besteht insbesondere fur Patienten mit homozygoter FVL-Mutation die Gefahr der

fehlerhaften Diagnose eines zusatzlichen Protein-S-Mangels.
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4 Diskussion

Die Bestimmung des funktionellen Protein-S-Anteils ist bei Patienten mit vermuteten
hereditaren oder erworbenen thrombophilen Risikofaktoren ein fester Bestandteil der
Diagnostik geworden. Protein S ist allerdings ein gegenuber vielfaltigen Einflissen und
Storfaktoren sensibler Parameter, was die Protein-S-Diagnostik erschweren kann. Ein in
der Routinediagnostik immer wieder beobachtetes Phanomen war die auffallige
Uberproportionale Erniedrigung des funktionellen Protein-S-Anteils im Vergleich zum
freien und gesamten Protein S bei Patienten mit Faktor-V-Leiden-Mutation.

Seit der Entwicklung von funktionellen Protein-S-Testsystemen ist dieser Einfluss (vor
Detektion der Faktor-V-Leiden-Mutation war es die APC-Restistenz) beobachtet und
untersucht worden. Dieser Effekt wurde jedoch in vorangegangenen Untersuchungen in
relativ kleinen, zum Teil sehr heterogenen Kollektiven untersucht: D” Angelo et al. 1995:
11 Patienten mit heterozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation, Moraes et al. 2000: 17
Patienten mit heterozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation, 2 Patienten mit homozygoter
Faktor-V-Leiden-Mutation, Jennings et al. 2002: 9 Patienten mit heterozygoter Faktor-V-
Leiden-Mutation, 4 Patienten mit homozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation.

Da der vermeintliche Kombinationsdefekt (FVL-Mutation und Protein-S-Mangel) nicht mit
der zu erwartenden, héheren Inzidenz thromboembolischer Ereignisse korrelierte, wurde
eine artifizielle Beeinflussung der Protein-S-Bestimmung durch die Faktor-V-Leiden-
Mutation vermutet (Faioni et al. 1993).

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der Faktor-V-Leiden-Mutation auf
die funktionelle Protein-S-Bestimmung an einem grofRen Gesamtkollektiv von 138
Patienten systematisch untersucht. Die Gruppe setzt sich aus jeweils 46 Patienten mit
homozygoter und heterozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation, sowie einer Wildtyp-Gruppe
zusammen. In den nachfolgenden Kapiteln soll gezeigt werden, dass in der
Untersuchung darauf geachtet wurde, mdgliche Stérfaktoren der Protein-S-Bestimmung
auszuschalten und in Bezug auf solche ein homogenes Kollektiv zu schaffen, damit ein

prazises Abbild der vermutlich falsch niedrig gemessenen Protein-S-Werte entsteht.

80



4.1 Bericksichtigung von Einflussen auf das Protein S

Da die Protein-S-Bestimmung durch verschiedene Faktoren beeinflussbar ist, wurden
bei der Planung des Studienaufbaus die hauptsachlichen Einflussfaktoren
bericksichtigt. Die in der Literatur am haufigsten beschriebenen und berticksichtigten
Einflisse sind neben Schwangerschaft und hormoneller Kontrazeption Lebensalter und
Geschlecht.

Da Protein S eine alters- und vor allem geschlechtsgebundene Varianz aufweist
(Goodwin et al. 2002), wurden die Gruppen mit unterschiedlichen Faktor-V-G1691A-
Genotypen in der Untersuchung alters- und geschlechtsgebunden gematcht. Damit
sollte eine bezlglich des Alters und des Geschlechtes weitgehend homogene
Binnenstruktur der Gruppen geschaffen werden. Voruntersuchungen von Boyer-
Naumann et al. (1993), sowie Moraes et al. (2000) haben ebenfalls in den
Kontrollgruppen ein alters- und geschlechtsabhéngiges matching der Gruppen
durchgefuhrt. In unserer Untersuchung wurde beim matching der Klasse ,Alter® eine
Abweichung von %3 Lebensjahren nicht Uberschritten, so dass kein signifikanter
Altersunterschied zwischen den Gruppen entstand. Da die Protein-S-Spiegel bei
Neugeborenen und bei Kindern bis zum 3. Lebensjahr im Vergleich zu den
Referenzwerten bei Erwachsenen niedriger sind (Fernandez et al. 1989), wurden in der
vorliegenden Untersuchung lediglich Erwachsene eingeschlossen. Die jungste
Probandin war zum Zeitpunkt der Untersuchung 22 Jahre alt. Das Geschlecht war in
allen Gruppen nahezu gleich verteilt. In Untersuchungen von Wolf et al. (1994) und
Jennings et al. (2003) wurden Schwangere von der Studie ausgeschlossen, da das
funktionelle Protein S in der Schwangerschaft mit fortschreitendem Gestationsalter
abnimmt (Weilenmann und von Felten 1991, Comp et al. 1986). Da sich in der
Indexgruppe der Patienten mit homozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation schwangere
Patientinnen befanden, wurden in der vorliegenden Untersuchung Patientinnen in der
Graviditat untersucht, dabei wurde darauf geachtet, dass die Anzahl der Schwangeren
in den Gruppen gleich hoch war und moglichst die Zahl von 2 oder 3 nicht tGberschritt.
Dies entspricht lediglich einem Anteil von 6-7% des Gesamtkollektivs.

Da es unter der Therapie mit oralen Antikoagulanzien nicht nur zu einer Verminderung

der Vitamin-K-abhangigen Gerinnungsfaktoren, sondern auch der Inhibitoren kommt,
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wurde von einer gleichsinnigen Erniedrigung von Protein S in Abhangigkeit von der
Starke der Antikoagulation ausgegangen. In der Gruppe der Patienten, die mit oralen
Antikoagulanzien behandelt wurden, wurde daher besondere Aufmerksamkeit auf die
Intensitat der Antikoagulation gelegt. In der Untersuchung von Boyer-Naumann et al.
(1993) wurde in der Gruppe der oral antikoagulierten Patienten ein INR-Zielbereich von
2-4 angegeben. Wir flhrten ein matching der Klasse ,Quick-Wert® in unserer
Untersuchung durch, dabei wurde eine Abweichung von +5% des Quick-Wertes nicht
Uberschritten.

Weitere Storfaktoren der Protein-S-Bestimmung sind das Vorliegen von Lupus-
Antikoagulanzien, heparinisierte Proben und erhohte Faktor-VIlI-Aktivitaten, die
insbesondere das Testformat (Verlangerung der PT oder aPTT) im Hinblick auf
Verkiurzung oder Verlangerung der gemessenen Zeit beeinflussen kdnnen (Goodwin et
al. 2002).

Patienten mit nachgewiesenen Lupus-Antikoagulanzien wurden entweder in einer
getrennten Gruppe untersucht (Moraes et al. 2000) oder ausgeschlossen (Jennings et
al. 2002). Moraes et al. (2000) konnten zwar nachweisen, dass sowohl Lupus-
Antikoagulanzien als auch heparinisierte Proben keinen signifikanten Einfluss auf die
Hohe der funktionellen Protein-S-Bestimmung haben, in dieser vorliegenden Studie
zéhlte das Vorliegen von Lupus-Antikoagulanzien als Ausschlusskriterium. Da nach
Herstellerangaben keine Beeinflussungen durch Heparin in der Probe zu erwarten sind,
wurden Patienten unter Heparintherapie nicht ausgeschlossen. D"Angelo et al. (1995)
konnten feststellen, dass testbedingt erniedrigte Protein-S-Werte durch hohe
Verdinnungen korrigiert werden konnen. Welcher Einfluss jedoch hierdurch
ausgeschaltet wurde, ist nicht bekannt. Auf die Problematik der Faktor-VIII-Aktivitat wird

dezidiert in Kapitel 4.4. eingegangen.

Erworbene Protein-S-Mangel, wie sie z.B. bei Leberinsuffizienz, disseminierter
intravaskularer Gerinnung und Kollagenosen vorkommen kdnnen (Takahashi et al.
1989), konnten tber Anamneseerhebungen und den Vergleich der Quick-Werte in allen
drei Gruppen weitgehend ausgeschlossen werden. Eine sekundare Beeinflussung des
Protein-S-Spiegels durch Primarerkrankungen ist somit unwahrscheinlich. Weiterhin ist

eine Beeinflussung des Protein S durch orale Antikoagulanzien bekannt, da es sich bei
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Protein S um einen Vitamin-K-abhéngigen Gerinnungsfaktor handelt (Weiss et al. 1987).
Bei n=13 Patienten pro Gruppe (FVL homozygot, heterozygot, Wildtyp) war die
Einnahme einer oralen Antikoagulation anamnestisch bekannt und tber den Quick-Wert
verifizierbar (Quick-Mittelwerte Kontrolle/Wildtyp: 27,2%, heterozygote FVL-Mutation:
27,5%, homozygote FVL-Mutation: 24,3%).

Persson et al. (2001) konnten in ihrer Untersuchung nachweisen, dass die Menge des
freien Protein S und somit auch die Hohe des funktionell bestimmten Protein S von der
Dissoziationskonstante des C4BP-Protein-S-Komplexes abhangt. Die
Dissoziationskonstante erhoht sich bei ansteigenden Untersuchungstemperaturen
erheblich, so dass deutlich erhohte  Protein-S-Parameter  bei  einer
Untersuchungstemperatur von 37°C im Vergleich zu Messungen bei Raumtemperatur
ermittelt wurden. In unserer Untersuchung wurde der Temperatureinfluss durch
Messung der Proben an drei aufeinander folgenden Werktagen bei Raumtemperatur
bericksichtigt.

Die Tatsache, dass der C4BP-Anteil und somit der gebundene Anteil des Protein S
(gesamtes Protein S) mit zunehmendem Alter ansteigt (Simmonds et al. 1997) wurde

mit dem altersgebundenen matching beriicksichtigt.

4.2 Bestimmung des Protein-S-Antigen mittels ELISA bei Patienten mit Faktor-V-
Leiden-Mutation

Zunachst soll der Stand der Protein-S-Diagnostik kurz erortert werden:

Bedingt durch die Tatsache, dass Protein S im menschlichen Organismus in einer
C4BP-gebundenen und in einer freien Form vorliegt und nur der freie Anteil eine
biologische Funktion erfullen kann, gehort zu einer kompletten Protein-S-Diagnostik die
Bestimmung des gesamten, freien und funktionellen Anteils. Die Annahme, eine
alleinige Bestimmung des funktionellen Protein-S-Anteils reiche zur Beurteilung des
Protein-S-Haushaltes aus, ist nach Meinung von Jennings et al. (2002) nicht
gerechtfertigt. Das funktionelle Protein S ist zwar bei allen drei Typen des Protein-S-
Mangels nach Comp erniedrigt, erlaubt jedoch bei alleiniger Bestimmung keine
Differenzierung zwischen den Typen untereinander. Die Diagnose eines Protein-S-

Mangels Typ Il kann nur Uber einen funktionellen Protein-S-Test gestellt werden, da
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hierbei gesamtes und freies Protein S normal sind. Daher sind die Anforderungen an die
Prazision und Reproduzierbarkeit des Tests sehr hoch zu stellen.

Die APC-Resistenz und insbesondere die FVL-Mutation wurden erst nach der
Entdeckung des Protein S und nach der Entwicklung von Protein-S-Testsystemen
(funktionelle Testsysteme) als potenzieller Storfaktor fur die funktionelle Protein-S-
Bestimmung vermutet (Faioni et al. 1993, 1994). Seitdem versucht man die Problematik

durch Modifikationen der Testreagenzien zu beheben — mit unterschiedlichem Erfolg.

In unserer Untersuchung wurde bei der Anwendung eines Protein-S-ELISAs (One-step-
ELISA) keine signifikante Beeinflussung durch den FVL-Genotyp festgestellt (siehe
Kapitel 3.2. und 3.3.). Die Beeinflussung des ELISAs durch die FVL-Mutation ist auch in
der Literatur nicht beschrieben worden (Goodwin et al. 2002). Der Protein-S-ELISA qilt
als Goldstandard der Protein-S-Bestimmung, ob mit PEG-Fallung oder als mittlerweile
kommerziell erhaltlicher One-step-ELISA mit monoklonalen oder polyklonalen
Antikorpern (Wolf et al. 1994, Goodwin et al. 2002). In einer Untersuchung von Wolf et
al. (1994) konnte gezeigt werden, dass die neue Generation des One-step-ELISAs eine
nahezu identische Prazision der zuvor verwendeten ELISAs mit polyklonalen
Antikérpern erzielte. In die Untersuchung wurden ,Problemkollektive”, wie z.B. Patienten
mit kongenitalem Protein-S-Mangel, Patienten unter oraler Antikoagulation, Patienten
mit  Leberzirrhose und Patienten mit entzindlichen  Systemerkrankungen
eingeschlossen. Die Korrelation der beiden ELISAs lag in jedem Fall zwischen 0.96 und
0.98. Seit dieser Untersuchung werden die zeitaufwandigen ELISAs mit polyklonalen
Antikdrpern und/oder PEG-Fallung durch One-step-ELISAs ersetzt und auch in der
vorliegenden Studie verwendet. Die genaue Methode wird bei Amiral et al. 1994
beschrieben.

Eine systematische Untersuchung zur Beeinflussung des Protein-S-ELISAs (gesamt und
frei) durch die Faktor-V-Leiden-Mutation konnte in der Literatur nicht gefunden werden.
Bei der Bestimmung des freien Protein S in unserer Untersuchung Uber One-step-ELISA
war der Mittelwert bei Patienten ohne Antikoagulation in der Gruppe der Patienten mit
homozygoter FVL-Mutation im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe zwar etwas niedriger
(66,7% vs. 71,0%), jedoch bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen (p=0,142). Gleiches gilt fir die Bestimmung des gesamten Protein S (p=0,562).
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Die Anzahl der Manner und Frauen war in allen Gruppen annahernd gleich verteilt. Das
mittlere Alter der Probanden betrug in der Gruppe der homozygoten Individuen 42+14
Jahre, in der Gruppe der heterozygoten Individuen 41+14 Jahre und in der
Kontrollgruppe (Wildtypgruppe) 42+14 Jahre. Eine Beeinflussung durch das Lebensalter
kann somit ausgeschlossen werden.

Der Unterschied der Quickwerte zwischen den Untergruppen war aufgrund der Gite des
matching nicht signifikant. Die p-Werte fiir den T-Test beztglich des Quick-Wertes lagen
bei den Patienten ohne orale Antikoagulation bei p=0,276 (Wildtyp vs. FVL heterozygot),
p=0,538 (FVL heterozygot vs. FVL homozygot) und fur Patienten mit oraler
Antikoagulation bei p=0,630 (Wildtyp vs. FVL heterozygot), p=0,360 (FVL heterozygot
vs. FVL homozygot).

Zusammenfassend liel3 sich keine Beeinflussung der Protein-S-Bestimmung im ELISA
durch die FVL-Mutation feststellen.

4.3 Bestimmung der funktionellen Protein-S-Aktivitat bei Patienten mit Faktor-V-
Leiden-Mutation mit zwei kommerziell erhéltlichen Testsystemen (Protein S

clotting Fa. Roche Diagnostics, Protein S Ac Fa. Behring)

Eine Storanfalligkeit der funktionellen Protein-S-Testsysteme gegenuber der APC-
Resistenz (und seit Bertina et al. 1994 auch bekanntermal3en durch die FVL-Mutation)
wurde schon zu Beginn der Entwicklung der Methode beschrieben (Faioni et al. 1993,
1994, D’Angelo et al. 1995). Bereits vor der Kenntnis der Pathophysiologie des
mutierten Faktor V durch die FVL-Mutation bei der Bestimmung des funktionellen
Protein-S-Anteils wurde von Wolf et al. (1989) ein funktionelles Testprinzip beschrieben,
welches im Vergleich zu anderen kommerziell erhaltlichen Protein-S-Clotting-Tests nicht
nur eine hohere Korrelation zu den gemessenen freien Protein-S-Parametern erzielte
sondern auch hohere Messwertergebnisse fur die funktionelle Protein-S-Bestimmung im
Vergleich zu anderen Tests erreichte. Dieses Testprinzip beruht auf der zusatzlichen
Zugabe von bovinem Faktor Va zum Testansatz und wird auch noch aktuell (wie z.B. in
dem von uns dargestellten Protein S clotting der Fa. Roche Diagnostics) verwendet.
Weiterhin wurde bei dem Testprinzip von Wolf et al. (1989) ein Puffer (STA® Diluent

Buffer) zur Verdinnung des Patientenplasmas angewendet, um Stdreinflisse durch
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eventuell vorhandene Lupus-Antikoagulanzien oder erhohte Faktor-VIlI-Aktivitaten
auszuschalten, wie in Kapitel 4.1. beschrieben wurde.

In der vorliegenden Studie wurde eine Verdiunnung des Patientenplasmas mit STA
diluent Puffer vorgenommen, jedoch nur beim Protein-S-Clotting-Test der Fa. Roche
Diagnostics, wie vom Hersteller empfohlen. Dagegen schreibt der Protein-S-Ac-Test der
Fa. Behring nach Herstellerangaben keine Verdinnung des Patientenplasmas vor. In
diesem Fall wurde unverdiinntes Patientenplasma eingesetzt.

Unser Testansatz der Fa. Roche Diagnostics verwendet Patientenplasma in einer vom
Hersteller empfohlenen 1:13,5 Verdinnung mit einer Puffer-Mischung aus
Calciumchlorid und Aqua dest. (entspricht STA® Diluent Buffer, siehe auch Kapitel 2.2.4
und 2.2.6).

Eine Beeinflussung der Messergebnisse durch Lupus-Antikoagulanzien wurde nicht
erwartet, da Patienten mit diesem Phadnomen in der vorliegenden Studie
ausgeschlossen wurden. Ebenso ist ein Effekt durch erhéhte Faktor-VIlI-Aktivitaten
unwahrscheinlich, da die hochste F-VIII-Aktivitat bei einem Patienten aus unserer
Kontrollgruppe 209% betrug. Beeinflussungen der Faktor-VIlI-Aktivitat von >300%
wurden bei Goodwin et al. (2002) beschriecben, Werte <300% hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die Messwerte.

D’Angelo et al. (1995) konnten in einer vergleichenden Untersuchung von zwei
kommerziell erhéltlichen Protein S-Clotting-Tests (Fa. Instrumentation Laboratories (IL)
und Fa. Stago) feststellen, dass bei starkeren Verdinnungen des Patientenplasmas
(1:160 bzw. 1:200) die funktionellen Protein-S-Parameter im Vergleich zu geringeren
Verdinnungen oder unverdinnten Proben anstiegen. Welcher Einfluss hierbei
ausgeschaltet wurde, ist jedoch unklar.

Andere experimentelle Ansatze, wie z.B. die zusatzliche Zugabe von Faktor Xa konnten
sich in der Routinediagnostik der funktionellen Protein-S-Bestimmung nicht etablieren,
weil die Messwertergebnisse, gerade bei Patienten mit FVL-Mutation im Vergleich zu
der Faktor-Va-Zugabe, nicht Uberzeugen konnten. Jennings et al. (2003) untersuchten in
einem Ringversuch 3 kommerziell erhéltliche funktionelle Protein-S-Clotting-Tests: Den
Test der Fa. IL (zusatzlich bovines Thromboplastin), den Test der Fa. Stago (mit
zusétzlicher Zugabe von bovinem Faktor Va) und den Test der Fa. Biopool (mit

zusatzlichem Faktor-Xa-Reagenz). Dabei zeigte sich, dass alle drei Testmethoden
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bereits von der heterozygoten Faktor-V-Leiden-Mutation signifikant (p<0,001) beeinflusst
wurden, was im Einklang mit unseren Testergebnissen steht. Bei der Untersuchung von
4 Patienten mit homozygoter Faktor-V-Leiden-Mutation wurden mit dem Test der Fa.
Biopool, der Faktor Xa enthielt, wesentlich niedrigere Protein-S-Werte erzielt als bei dem
Test mit der Zugabe von bovinem Faktor Va (28,8% vs. 53,1% Aktivitat) (Jennings et al.
2003). Daher scheint die Zugabe von Faktor Xa zum Testansatz keinen korrigierenden
Effekt auf die funktionelle Protein-S-Bestimmung zu haben und wurde in der
vorliegenden Studie nicht untersucht.

Es wurde daher das in der Routine etablierte Prinzip der Faktor-Va-Zugabe (Protein S
clotting der Fa. Roche Diagnostics, ehemals Protein-S-clotting, bzw. STA® clot der Fa.
Stago) gegen einen anderen kommerziell erhéltlichen PTT-basierten Protein-S-Clotting-
Test ohne zusatzliche Faktor-Va-Zugabe (Protein S Ac der Fa. Behring) getestet. Es
stellte sich heraus, dass beide Testsysteme sensitiv gegentber der FVL-Mutation sind,
wobei die Beeinflussung bei dem Testprinzip ohne Faktor-Va-Zugabe etwas starker zu
sein scheint, als mit Faktor-Va-Zugabe. (Signifikanzniveau heterozygote FVL-Mutation
vs. homozygote FVL-Mutation bei Patienten ohne Antikoagulation p<0,05 vs.

p<0,001, heterozygote FVL-Mutation vs. homozygote FVL-Mutation bei Patienten mit
Antikoagulation p<0,1 vs. p<0,05, siehe Kapitel 3.4.1. und 3.4.2.). Obwohl beide
Testsysteme unterschiedliche Signifikanzen aufweisen, muss konstatiert werden, dass
beide Tests gegenuber der FVL-Mutation sensibel sind. Sie bestatigen die von Jennings
et al. (2003) in einem kleineren Kollektiv erhobenen Resultate im Ringversuch.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Schwachstelle in der Protein-S-Diagnostik
nach wie vor in der Bestimmung des funktionellen Anteils liegt, der die hdchste
Storanfalligkeit zeigt.

Die Diskrepanz der Messergebnisse wird von Jennings et al. unter dem Aspekt der
Testprinzipien, die bei jedem Test anders strukturiert waren, erklart. Dieses Phanomen

kann auch in der vorliegenden Untersuchung bestatigt werden.
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4.4 Korrelation des funktionellen Protein-S-Anteils mit der Bestimmung des

freien Protein S

Lediglich die freie Form des Protein S kann hamostaseologische Aufgaben
wahrnehmen, die C4BP-gebundene Form des Protein S weist keine APC-Kofaktor-
Funktion auf (Dahlback 1991). Aus dieser Tatsache ergibt sich die Annahme, dass die
funktionelle Protein-S-Aktivitdt eng mit dem freien Protein-S-Anteil korreliert sein muss.
In einer Multicenter-Studie von Boyer-Neumann et al. (1993) wurden 4 verschiedene
kommerziell erhaltliche funktionelle Protein S-Clotting-Tests (Fa. Stago, Fa. Behring, Fa.
Biopool und Fa. IL) bei Patienten mit kongenitalem Protein-S-Mangel, oraler
Antikoagulation (Ziel-INR 2-4), Leberzirrhose oder entzindlichen Erkrankungen
untersucht und die Resultate mit Ergebnissen eines Protein-S-ELISAs korreliert. Die
Korrelationen lagen zwischen 0.84-0.92, lediglich der Test der Fa. Behring zeigte in
dieser Untersuchung eine schlechtere Korrelation zum ELISA von 0.70. Dabei muss
erwahnt werden, dass in der Untersuchung von Boyer-Neumann keine Testung auf
Faktor-V-Leiden-Mutation erfolgte und ein Zusammenhang zwischen der funktionellen

Protein-S-Bestimmung und der Faktor-V-Leiden-Mutation nicht untersucht wurde.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Ergebnisse beider Protein-S-Clotting-
Tests mit den Ergebnissen des ELISA zur Bestimmung des freien Protein S
(Asserachrom®) von der Fa. Roche Diagnostics korreliert. Nicht nur in der Wildtyp-
Gruppe (Kontrollkollektiv) fand sich ein hoher Korrelationskoeffizient (Fa. Roche

r=0.90, Fa. Behring r=0.89), sondern auch in der Gruppe der Patienten mit
heterozygoter FVL-Mutation (Fa. Roche r=0.92, Fa. Behring r=0.91) und homozygoter
FVL-Mutation (Fa. Roche r=0.96, Fa. Behring r=0.91) fanden sich sehr hohe
Korrelationen, wobei der Test der Fa. Behring eine etwas geringere Korrelation aufweist.
Die von uns ermittelten Korrelationen fur den Test der Fa. Behring zeigen bessere
Ergebnisse als die Untersuchungen von Boyer-Naumann et al. (1993), welche einen
deutlich niedrigeren Korrelationskoeffizienten (0.70) ermittelt haben.

Ahnlich hohe Korrelationen finden sich bei Wolf et al. (1989), welche ebenfalls bei der
Entwicklung und Prifung eines neuartigen Protein S-Clotting-Tests die Prazision des

Tests an der Korrelation zu einem Protein-S-ELISA zur Bestimmung des freien Protein-
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S-Anteils bestimmt haben. Der damals neu entwickelte Test, der das Grundprinzip des
in der vorliegenden Studie verwendeten funktionellen Protein-S-Clotting-Tests der Fa.
Roche darstellt, korrelierte damals in einer Gruppe von n=25 (Kontrollen n=20, Plasmen
von Patienten mit gesichertem Protein-S-Mangel n=5) zu r=0.97 mit einem ELISA zur

Bestimmung des freien Protein S.

4.5 Die Interpretation der Befunde unter dem Aspekt der Lagerungsdauer der
Plasmaprobe

Aufgrund der geringen Pravalenz der homozygoten FVL-Mutation in der europaischen
Bevolkerung (mit einer Allelfrequenz von ca. 1,5% wird eine Pravalenz von 0,107% in
der Bevolkerung vermutet, Rosendaal et al. 1995), war zum Erreichen einer grof3en
Stichprobe wie in der vorliegenden Untersuchung ein langerer Sammelzeitraum (1997-
2004) notwendig. Wie die deskriptive Statistik fir das durchschnittliche Alter der Proben
in Abhangigkeit vom Faktor-V-G1691A-Genotyp zeigt, finden sich in der Gruppe der
Patienten mit homozygoter FVL-Mutation die am langsten gelagerten Proben (siehe
Abb. 13, Kapitel 3). Deutlich kiirzer gelagerte Proben finden sich in der Gruppe der
Patienten mit heterozygoter FVL-Mutation und in der Kontrollgruppe/Wildtypgruppe
wieder, da wegen der haufigen Allelfrequenz kein langer Sammelzeitraum erforderlich
war und asservierte Proben aus friheren Jahren hier nicht zur Verfigung standen. Es
wurden im Rahmen der Arbeit verschiedene Untersuchungen zum Thema
Lagerungsdauer der Plasmaprobe und funktionelle Protein-S-Bestimmung durchgefihrt,
da ein Zusammenhang zwischen Abnahme der funktionellen Protein-S-Parameter und
langerer Lagerungsdauer maglich erschien. Wir korrelierten daher beide Parameter und
fanden zwischen Werten der funktionellen Protein-S-Bestimmung und der
Lagerungsdauer der Plasmaprobe einen schwachen, jedoch statistisch nicht
signifikanten Zusammenhang (r=0.39) (siehe Kapitel 3.5.4.). Dieser ist durch den
bekannten, lagerungsbedingten Aktivitatsverlust von Gerinnungsfaktoraktivitaten zu
erklaren (Woodhams et al. 2001)

Der Vergleich von zum Zeitpunkt der Probenentnahme ermittelten Parametern und im
Rahmen des systematischen Experiments ermittelten Parametern bestatigt die

Hypothese, dass keine Beeinflussung der Gerinnungsparameter durch die
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Lagerungsdauer der Plasmaprobe erfolgt ist. Es konnten keine signifikanten Differenzen
zwischen Vorwerten und aktuell ermittelten Werten erhoben werden (p=0.29 — p=0.87)
(siehe Kapitel 3.5.3.).

Wie O Neill et al. (1999) feststellten, wird bei langerer Lagerung bei Raumtemperatur
hauptsachlich Faktor VIII von einer Erniedrigung in Bezug auf das Ausgangs-
Hamostasepotenzial betroffen. Die Labilitait des Faktor VIII in Bezug auf langere
Lagerungszeiten und unterschiedliche Gefriergeschwindigkeiten und — temperaturen
(Praanalytik) wurde von Woodhams et al. (2001) untersucht. Faktor VIII wird aufgrund
seiner Labilitat, besonders bei langerer Lagerung bei Raumtemperatur daher auch
gerne als Surrogatmarker fur die korrekte Praanalytik und Aufbewahrung verwendet und
dient indirekt als Stabilitéatsfaktor einer Probe (O"Neill et al. 1999). Faktor VIII zeigt sich
insbesondere sehr empfindlich gegenuber wiederholten Auftauprozessen (Nifong et al.
2002). In den Hamotherapie-Richtlinien (Gesamtnovelle 2005) wird die Faktor-VIlI-
Aktivitat daher auch als Marker fur die Qualitatskontrolle von gefrorenem Frischplasma
herangezogen.

In der Untersuchung von O’Neill et al. (1999) wurden Plasmaproben miteinander
verglichen, die fir 8 h nach der Blutentnahme bei 1-6°C oder 20-24°C gelagert wurden.
Nach Ablauf der Zeit wurden beide Proben fur weitere 24 h bei 4°C gelagert und
anschlieRend eine Bestimmung der Faktoren V, VI, VIII, X, Fibrinogen und Antithrombin
lll durchgefiihrt. Die meisten Parameter waren stabil, die Faktor-VIII-Aktivitat wurde
jedoch nach 8 h Lagerung bei 20-24°C bereits um 13% und nach 24 h Lagerung in
beiden Aliquots um 15-20% reduziert. Dies entspricht in beiden Fallen (8 h und 24 h)
einer signifikanten Verminderung (p<0,05).

Aus dieser Studie kbnnen zwei Schlussfolgerungen fir die Untersuchung von Protein S
gezogen werden. Zum einen zeigt die Studie, dass Protein S weitaus weniger labil
gegenuber praanalytischen und lagerungsbedingten Einflissen als die Faktor-VIII-
Aktivitat ist (Zeitpunkt der Zentrifugation bis zum Einfrierprozess, Lagerungstemperatur),
zum anderen konnen uUber die Faktor-VIlI-Aktivitats-Bestimmung Varianzen in der
Praanalytik und Einflisse der Lagerungsdauer erfasst werden. Daher wurde die Faktor-
VIlI-Aktivitats-Bestimmung als Surrogatmarker flr das Alter der Probe in die

Untersuchung mitaufgenommen.
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Es konnte bei der koagulometrischen Bestimmung der Faktor-VIlI-Aktivitat (siehe Abb.
15, Kapitel 3) kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der
Untergruppen festgestellt werden (homozygote FVL-Mutation: 107%, heterozygote FVL-
Mutation: 105%, Wildtyp/Kontrollgruppe: 107% Faktor-VIlI-Aktivitat; Referenzwerte fur
die Faktor-VIII-Aktivitdt 60%-150%), und das, obwohl der Faktor VIl als Akut-Phase-
Protein eine starke Schwankungsbreite aufweisen kann (siehe Kapitel 3.5.5.). Auch
diese Untersuchung unterstitzt eindeutig die Hypothese, dass die Erniedrigung des
funktionellen Protein S in der Gruppe der Patienten mit homozygoter FVL-Mutation kein
Effekt der Lagerungsdauer der Probe, sondern ein Problem des Testprinzips ist.

Das nur geringe Ausmald des Lagerungseffektes wird auch anhand der Tabellen 26 bis
28 deutlich, in welchen die Differenzen zwischen dem initial und dem in der
vorliegenden Studie gemessenen Werten als relative Differenz ausgedriickt wird. Die
Messungen wurden weiterhin einem T-Test fir unabhéngige Stichproben unterzogen, in
welchem kein signifikanter Unterschied zwischen den Messwerten festgestellt werden

konnte.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der Faktor-V-Leiden-Mutation auf
die koagulometrische Protein-S-Bestimmung untersucht. Hierfir wurden zwei
kommerziell erhaltliche Tests verwendet (STA®clot der Fa. Roche Diagnostics und
Protein S Ac der Fa. Behring), die beide ein aPTT-basiertes Messprinzip verwenden.
Der wesentliche Unterschied zwischen beiden Testsystemen beruht auf der Zugabe von
bovinem Faktor Va zum Test der Fa. Roche Diagnostics. Fur die Untersuchung wurden
Patienten mit homozygoter FVL-Mutation (n=46) und Patienten mit heterozygoter FVL-
Mutation (n=46) aus unserer Ambulanz mit n=46 Kontrollpersonen ohne FVL-Mutation
(Wildtyp) alters- und geschlechtsgebunden gematcht. Von jedem Patienten wurde aus
einer Citratblutprobe eine Bestimmung des gesamten und freien Protein S, eine
funktionelle Protein-S-Bestimmung und eine koagulometrische Faktor-VIlI-Bestimmung
durchgefuhrt.

In der vorliegenden Untersuchung konnte die Beeinflussung der koagulometrischen
Protein-S-Bestimmung durch die FVL-Mutation mit hoher Signifikanz nachgewiesen
werden. Dabei stellte sich weiterhin heraus, dass der Genotyp der FVL-Mutation einen
,Dosiseffekt* auf die funktionelle Protein-S-Bestimmung hatte: Bereits die heterozygote
FVL-Mutation wirkte sich durch deutlich verminderte funktionelle Protein-S-Parameter
aus. Diese Tendenz war bei der homozygoten FVL-Mutation noch deutlicher ausgepragt
und im Vergleich zu der Wildtyp-Gruppe hochsignifikant. (Wildtyp vs. FVL heterozygot
ohne Antikoagulation p<0,001 (Roche und Behring), mit Antikoagulation p<0,01
(Roche), p<0,05 (Behring), Wildtyp vs. FVL homozygot ohne und mit Antikoagulation
p<0,0001 (Roche und Behring))

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei der immunologischen Bestimmung des
gesamten und freien Protein S mittels ELISA kein signifikanter Unterschied zwischen
den einzelnen Subgruppen (FVL heterozygot, FVL homozygot und Wildtyp) bestand. Im
T-Test fur unverbundene Stichproben wurde das Signifikanzniveau von p<0,05 nicht
erreicht.

Eine Beeinflussung der Protein-S-Aktivitat durch langere Lagerungsdauer konnte Uber
den Vergleich mit dem lagerungslabilen Faktor VIII ausgeschlossen werden. Der hierfur

verwendete Surrogatmarker in Form der koagulometrischen Faktor-VIII-Bestimmung
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erbrachte nahezu identische Mittelwerte in allen drei Gruppen (Wildtyp 107%, FVL
heterozygot 105%, FVL homozygot 107%). Der negative Korrelationskoeffizient
(funktionelles Protein S versus Alter der Probe) von —0,082 (STA®clot) und —0,060
(Protein S Ac) belegt, dass zwischen diesen beiden Variablen lediglich ein schwacher
Zusammenhang besteht.

Zusammenfassend gibt es demnach fur Patienten mit FVL-Mutation keine sichere
Methode zum Ausschluss eines Protein-S-Mangels Typ Il nach Comp. Es besteht die
Gefahr der Uberdiagnose eines Kombinationsdefektes, der fir den Patienten

weitreichende therapeutische Konsequenzen haben kann.
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