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Abkürzungen 
ABTS    2.2´-Azino-di-[3-äthyl-benzthiazolinsulfonat (6)]  

ACA    Anticardiolipin-Antikörper 

AECA    Antiendotheliale Antikörper 

Ag    Antigen 

Ak    Antikörper 

ANCA    Antikörpern gegen humane neutrophile Granulozyten 

APC    Aktiviertes Protein C 

APLA    Antiphospholipid-Antikörper 

Aqua bidest.   doppelt destilliertes Wasser 

bFGF     human recombinant basic fibroblast groth factor 

BSA    Bovines Serumalbumin 

β2-GP-I   β2-Glykoprotein-I 

cHUVEC-ELISA  ELISA auf der Basis fixierter HUVE-Zellen 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

EC    Endothelzelle(n) 

ECM    Endothelzellmembran(en) 

EDTA    Ethyldiamintetraacetat 

ELISA    enzyme-linked immuno sorbent assay 

FCS    foetales Kälberserum 

HBS    Hepes-buffered Saline 

hEGF     rekombinanter humaner epidermaler Wachstumsfaktor 

HEPLA   human endothelial associated putative Lupus autoantigens 

HUVE-Zellen   humane umbilikal-venöse Endothelzellen 

HUVEC   humane umbilikal-venöse Endothelzellen 

HUVEC-Lysat-ELISA ELISA auf der Basis sonifizierter HUVE-Zellen 

IgG    Immunglobulin G 

IgM    Immunglobulin M 

KCT    Koalin Clotting Time 

LA    Lupus antikoagulans 

LW    Leerwert 

NP    Normalplasma 

OD    Optische Dichte 

OPD     ortho-Phenylendiamin 



 4     Maßeinheiten 
 
PBS    Phosphate-buffered Saline 

p.a.    Reinheitsgrad „pro analysi“ 

POD    Peroxidase 

PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 

r    Korrelationskoeffizient 

R2    Bestimmtheitsmaß 

RA    Rheumatoide Arthritis 

RVV-Test   Russell Viper Venom-Test 

SLE    Systemischer Lupus erythematodes 

TMB    Tetramethyl-Benzidin 

Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Tris-HCl   Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride 

TxCAD   koronare Transplantatvaskulopathie 

U    Einheiten 

VK    Variationskoeffizient 

vWF     von Willebrand-Faktor  

 

Maßeinheiten 
g, mg, µg, ng   Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm 

h, min., sec.    Stunde, Minute, Sekunde 

l, ml, µl   Liter, Milliliter, Mikroliter 

M, mM   Molar, Millimolar 

mm, µm, nm   Millimeter, Mikrometer, Nanometer 

g    Erdbeschleunigung 

v/v    Verhältnis zweier Flüssigkeiten (Volumen/Volumen) 

w/v  Konzentration eines gelösten Stoffes in einer Flüssigkeit (Ge-

wicht/Volumen) 
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1 Einleitung 
 

1.1 Endothelfunktion und Hämostase 
 
Das Endothel ist ein hoch spezialisiertes Organ mit komplexen Funktionen. Mit einer Ober-

fläche von rund 350 m2 und einem Gewicht von 120 g macht es nur etwa 0,2% der menschli-

chen Körpermasse aus1. Neben seiner rein physikalischen Eigenschaft als Schranke zwischen 

Blutstrom und extrazellulärer Matrix spielt es eine zentrale Rolle in der Balance der Hämosta-

se2, 3. Das Endothel besitzt pro- und antikoagulatorische sowie fibrinolytische Aktivität. Da-

zwischen herrscht ein dynamisches Gleichgewicht. Es nimmt auch Einfluß auf die Thrombo-

zytenaktivierung und reguliert die Rekrutierung von immunologisch aktiven Zellen.  

Über die Heparin-ähnliche Wirkung der Glycosaminoglycane der Oberfläche der Endo-

thelzellen wird die Inaktivierung koagulatorisch wirksamer Proteasen wie Thrombin und Fak-

tor Xa katalysiert4, 5. Über die Expression von Thrombomodulin entfaltet das Endothel eben-

falls antithrombotische Eigenschaften6. Thrombomodulin aktiviert in Verbindung mit Throm-

bin Protein C, das wiederum mit dem Kofaktor Protein S die Faktoren Va und VIIIa inakti-

viert (siehe Abbildung 1)7. 
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Abbildung 1: Gerinnungshemmende Aktivität des Endothels. Das an Thrombomodulin (TM) gebundene 

Thrombin (T) aktiviert Protein C (PC), das wiederum mit dem Kofaktor Protein S (PS) die Faktoren Va und 

VIIIa inaktiviert. 
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Auch auf Seiten der Fibrinolyse kommt dem Endothel eine bedeutende Rolle zu. Gewe-

besplasminogenaktivator (t-PA), Urokinase (u-PA) und Plasminogen binden an die Endothel-

zelloberfläche8, 9. Die Bindung stimuliert die Konversion von Plasminogen zu Plasmin und 

verhindert die Inhibition von Plasmin durch α 2-Antiplasmin. 

Neben der lokalen Kontrolle von plasmatischer Gerinnung und Fibrinolyse nimmt das En-

dothel auch Einfluß auf die Thrombozytenaktivität. Über die endotheliale Synthese von NO 

wird die Thrombozytenaggregation gehemmt10, 11. Das Endothel kann der Thrombozyten-

vermittelten Thrombusbildung via ADP entgegenwirken, indem es ADP inaktiviert. Das en-

dotheliale Oberflächenprotein EctoADPase spaltet ADP und verhindert so eine weitere 

Thrombozytenaktivierung12, ,13 14. Darüber hinaus hemmen Endothelzellen durch die Synthese 

von Prostazyklin die Thrombozytenaktivierung direkt. 

Syntheseprodukte der Endothels tragen auch zur Blutstillung bei Verletzung der Gefäß-

wand bei. Der von Endothelzellen synthetisierte von Willebrand-Faktor (vWF) ermöglicht die 

Adhäsion von Thrombozyten an das freiliegende subendotheliale Gewebe, während die von 

den Endothelzellen produzierten extrazellulären Matrixproteine eine Aktivierung der plasma-

tischen Gerinnung bewirken15, 16. 

Eine entscheidende Funktion kommt dem Endothel auch bei inflammatorischen Prozessen 

zu. Eine Reihe von Zytokinen, einschließlich Interferonen (α, β und γ), Tumornekrosefaktor-

α, Interleukin-1 und Interleukin-6, sind in der Lage, Endothelzellen zu aktivieren, d.h. Verän-

derungen in ihrer Struktur und Funktion zu induzieren17, 18. Auf diese Weise werden komple-

xe Zell-Zell-Interaktionen, wie z.B. die Leukozytenadhäsion und –extravasation, eingeleitet. 

Die Auswanderung von Leukozyten aus der Blutstrombahn beginnt mit der Bindung von 

Kohlehydratketten der Leukozytenmembran an Selektine, die vornehmlich vom Endothel 

exprimiert werden. Dieser Vorgang wird als „rolling“ bezeichnet. Die so vermittelte, relativ 

lose Zell-Zell-Verbindung wird in eine feste Adhäsion überführt. Die anschließende Extrava-

sation der Leukozyten wird durch eine Reihe von Molekülen gefördert, die auch schon bei der 

Adhäsion mitwirken, sowie von anderen teils intrazellulären Adhäsionsmolekülen19. 

 

1.2 Vaskulitis 
 

Der Begriff „Vaskulitis“ bezeichnet eine entzündliche Erkrankung der Venen und Arterien, 

die zu einer Obliteration und Zerstörung der befallenen Gefäße führt. Das Krankheitsbild der 

Vaskulitiden ist eine sehr heterogene Gruppe. Prinzipiell unterscheidet man die primären oder 

idiopathischen Vaskulitiden von den sekundär im Rahmen einer infektiösen oder nicht-
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infektiösen Grunderkrankung auftretenden Vaskulitiden. Über diese grobe Gliederung hinaus 

existiert keine einheitlich verwendete Einteilung20. Versuche, die Entitäten zu unterteilen, 

richten sich zum Teil nach dem prädominierenden Befallsmuster der Gefäße, zum Teil nach 

ihrer Pathogenese, Histologie und klinischen Symptomen21. Neuere Klassifikationen richten 

sich zunächst nach der Größe der befallenen Gefäße und unterteilen weiter nach pathogeneti-

schen, klinischen und histologischen Kriterien (siehe Tabelle 1). Häufig sind die Symptome 

einer Erkrankung klinisch jedoch nicht eindeutig zuzuordnen und zeigen auch histologisch 

Mischformen nekrotisierender und granulomatöser Entzündungen. Diese Mischformen wer-

den auch als Overlap-Syndrom bezeichnet. 

Tabelle 1: Klassifikation der Vaskulitiden in Anlehnung an die Chapel Hill Consensus Conference on the 
Nomenclature of Systemic Vasculitis 

Primäre Vaskulitiden 
• mit bevorzugtem Befall großer Gefäße: 

Takayasu-Arteriitis 
Riesenzellarteriitis (Arteriitis temporalis) 

• mit bevorzugtem Befall mittelgroßer Gefäße: 
Panarteriitis nodosa 
Kawasaki-Syndrom 

• mit bevorzugtem Befall kleiner Gefäße: 
Wegenersche Granulomatose 
mikroskopische Polyangiitis  
Purpura Schoenlein Henoch/leukozytoklastische Vaskulitis 

• Sonstige: 
Thrombangiitis obliterans 
Morbus Behçet 

Sekundäre Vaskulitiden 
• Vaskulitis bei Autoimmunerkrankungen: 

Rheumatoide Arthritis, Kollagenosen, Antiphospholipid-Syndrom etc. 
• Vaskulitis bei Infektionskrankheiten: 

Rheumatisches Fieber, Lues, Lyme-Borreliose, Hepatitis etc. 
• Toxische und Medikamenten-induzierteVaskulitis: 

Antibiotika, Gold, D-Penicillamin, Zytostatika etc. 
• Vaskulitis bei Malignomen: 

Leukämien, Lymphome, solide Tumoren 
 

Zahlreiche Pathomechanismen werden für die Entstehung vaskulitischer Erkrankungen 

diskutiert. Konsens besteht allgemein über die immunologische Genese der Vaskulitiden. Im 

Zentrum vieler Ansätze steht das Endothel als Demarkationslinie zwischen Blutstrom und 

Gefäßwand. Häufig genannte Immunmechanismen der Endothelzellschädigung sind22: 

• Ablagerung von Immunkomplexen 

• Antikörper gegen an das Endothel adhärierende Antigene, sogenannte „planted antigens“ 

• Endotheliale Schädigung durch Phagozytose 
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• T-Zell-vermittelte Gefäßschädigung 

• Fehlregulation antiinflammatorischer Mechanismen auf endothelialer Ebene 

• Antiendotheliale Antikörper 

 

1.3 Lupus antikoagulans und Antiphospholipid-Syndrom 
 
Der Ausdruck Antiphospholipid-Syndrom (APS) bezeichnet die klinische Assoziation von 

Antiphospholipid-Antikörpern (APLA) und Hyperkoagulabilität23, , 24 25. Man unterscheidet 

heute das primäre APS ohne klinische Hinweise auf das Vorliegen einer anderen Autoim-

munerkrankung von dem sekundären APS, das in Assoziation mit einem Autoimmungesche-

hen oder einer anderen Erkrankung auftritt26. 

APLA sind eine heterogene Gruppe von Antikörpern, die sich gegen unterschiedliche 

Kombinationen aus Phospholipiden und/oder Phoshpolipid-Bindeproteinen richten27, , 28 29. 

Das Lupus antikoagulans stellt neben Anticardiolipin- (ACL) und anti-β2-Glykoprotein-I -

Antikörpern die am häufigsten nachgewiesene Subpopulation der APLA dar. Die Einteilung 

dieser Antikörperpopulationen basiert hauptsächlich auf der Methode ihres Nachweises: ACL 

und anti-β2-Glykoprotein-Antikörper werden durch ihre Spezifität gegenüber Phospholipiden 

bzw. Phospholipidbindeproteinen immunologisch nachgewiesen, während LA-Antikörper 

unabhängig von ihrem immunologischen Zielantigen über ihren Einfluß auf funktionelle Ge-

rinnungstests definiert sind, 30. 

Die Bezeichnung Lupus antikoagulans impliziert eine Assoziation zur Blutungsneigung. 

Tatsächlich besitzt das LA unter den APLA aber die stärkste Korrelation zu thrombemboli-

schen Ereignissen, 31. 

Bis heute ist der genaue Pathomechanismus über den APLA zu Thrombembolien führt je-

doch nicht genau bekannt. Verschiedenen Theorien hierzu werden aktuell diskutiert: 

• Die Bindung von APLA an das Endothel induziert die endotheliale Expression von Ad-

häsionsmolekülen, fördert die Zytokinsekretion und beeinflusst den Prostazyklinmetabo-

lismus32. 

• Anticardiolipin-Antikörper werden auch in Zusammenhang mit der Arteriosklerose ge-

bracht33. Durch oxidierte low density Lipoproteine (LDL), einem Hauptrisikofaktor der  

Arteriosklerose, erfolgt eine Makrophagenaktivierung mit darauffolgender Endothelzell-

schädigung. Autoantikörper gegen oxidiertes LDL sind mit ACL assoziiert und einige 

ACL kreuzreagieren mit oxidierten LDL34. 
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• Die Beeinflussung der gerinnungsregulierenden Funktion von Prothrombin, Protein C (er-

worbene APC-Resistenz), Annexin V, β2-GP-I und Tissue factor führt zu einer 

prokoagulatorischen Disposition35, , , , , , 36 37 38 39 40 41. 

• Einige Studien belegen eine immunologische Thrombozytenaktivierung ähnlich der Hepa-

rin induzierten Thrombozytopenie Typ II, die über die Bildung von Antigen-

Antikörperkomplexen mit Prothrombin oder β2-GP-I zu einer Thrombozytenaktivierung 

durch Bindung an den Fc-Rezeptor führt , , , 42 43 44. 

 

1.4 AECA und ihre pathogenetische Bedeutung 
 
Antiendotheliale Antikörper (AECA) wurden erstmals von Lindquist und Osterland im Jahre 

1971 und unabhängig davon im folgenden Jahr von Tan und Pearson im Zusammenhang mit 

reumatischen Erkrankungen nachgewiesen45, 46. Seither wurden AECA intensiv mit unter-

schiedlichen Methoden erforscht. Ob der Einfluß der AECA auf das Endothel tatsächlich von 

ursächlicher Bedeutung ist, oder ob sie ein „Epiphänomen“ darstellen, ist noch immer nicht 

endgültig geklärt47. 

Einerseits ist der spezifisch diagnostische Wert dieser Autoantikörper eingeschränkt, da sie 

in Zusammenhang mit vielen verschiedenen Erkankungen nachgewiesen werden können, 

denen als gemeinsames Merkmal jedoch meist ein unterschiedlicher Grad an Gefäßschädi-

gung zugrunde liegt. Andererseits häufen sich die Indizien für die pathogenetische Rolle der 

AECA im vaskulären Entzündungsgeschehen. 

Meroni et al. konnten nachweisen, dass die Zielantigene der AECA auf der Endothelzell-

oberfläche gelegen und so für zirkulierende Antikörper zugänglich sind48. 

Der Anstieg ihrer Serumkonzentration in der akuten Erkrankungsphase sowie ihr Abfall in 

Phasen der Remission z.B. des akuten Systemischen Lupus erythemadosus (SLE) und Vasku-

litiden deuten auf ihr Mitwirken in der Pathogenese des endothelialen Entzündungsge-

schehens hin49, , , , , , , , , 50 51 52 53 54 55 56 57 58. In einigen Fällen geht ein Titeranstieg der AECAs so-

gar einer vaskulitischen Episode voraus, 59. 

Belegt ist auch, dass AECA-positive Seren zu Komplement-vermittelter oder Antikörper-

vermittelter zytotoxischer Immunantwort führen können, , 60 61. 

An das Endothel angelagerte AECAs führten in vitro zu einer Aktivierung der Endothels 

im Sinne einer gesteigerten Zytokin- und Chemokinsekretion sowie zu vermehrter Expression 

von Adhäsionsmolekülen an der Endothelzelloberfläche (ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin)62, , 

, , , 

63

64 65 66 67. Auch in situ konnte die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und/oder E-Selektin 
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demonstriert werden68. Die Aktivierung des Endothels fördert die Leukozytenrekrution und    

-adhäsion an die endotheliale Oberfläche und kann damit zur Entstehung von vaskulitischen 

und granulomatösen Läsionen beitragen, 69. Mit einem ideotypischen Tiermodell legten Da-

mianovich et al. das pathogenetische Potential der AECA ebenfalls in vivo dar70.  

Die endotheliale Aktivierung durch AECA stellt auch ein Modell zur Erklärung der throm-

bembolischen Ereignisse im Rahmen des APS dar 71, , , , 72 73 74 75. 

 

1.5 Endotheliale Autoantigene 
 
Die Zielantigene der antiendothelialen Antikörper werden seit mehr als zwei Jahrzehnten mit 

unterschiedlichen Methoden untersucht. Verschiedene Antigene werden zum Teil kontrovers 

diskutiert. Prinzipiell kann zwischen konstitutiv exprimierten, kryptischen, d. h. verborgenen, 

und adhärierenden Antigenen unterschieden werden, wobei die Übergänge zum Teil fließend 

sind.  
 

DNA

HLA I

Phospholipide

Cardiolipin

extrazelluläre 
Matrix-

Komponenten

HLA II

Proteinase 3

Myeloperoxidase

β2-Glykoprotein-I

ribosomale Proteine

DNA

HLA I

Phospholipide

Cardiolipin

extrazelluläre 
Matrix-

Komponenten

HLA II

Proteinase 3

Myeloperoxidase

β2-Glykoprotein-I

ribosomale Proteine

 

Abbildung 2: Endotheliale Autoantigene. Verschiedene endotheliale Antigene werden als mögliche Zielstruk-
turen der antiendothelialen Antikörper diskutiert. Dabei kann zwischen konstitutiv exprimierten, adhärierenden 
und kryptischen, d.h. verborgenen Antigenen unterschieden werden, wobei die Übergänge zum Teil fließend 
sind. Desoxyribonukleinsäure=DNA, Humanes Leukozyten-Antigen der Klasse I/II= HLA I/II. 

 
 Das humane Leukozyten-Antigen der Klasse I (HLA I), das auf allen zellkernhaltigen 

Körperzellen und auf Thrombozyten exprimiert wird, wurde bei einer kleinen Patientenguppe 
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mit IgA-Nephropathie (n=6) als mögliches endotheliales Autoantigen von Yap et al. identifi-

ziert76. Ein signifikanter Aktivitätsverlust konnte jedoch bei Adsorption der AECA mit ande-

ren HLA I-exprimierenden Zellen nicht nachgewiesen werden. Anhand von Zytotoxizitäts-

studien mit Proben von Patienten mit primärer Vaskulitis konnten Ferraro et al. hingegen zei-

gen, dass diese AECA-positive Proben keine anti-HLA I Aktivität aufweisen. 

Für Anticardiolipin- und Antiphospholipid-Antikörper konnte eine enge Assoziation zu 

den AECA gezeigt werden77, 71, 78, 79. Die Adsorption mit Cardiolipin-Liposomen reduzierte 

einerseits die Bindung an das Endothel von 10% bis zu 50%78, 79, andererseits konnte auch 

gezeigt werden, dass gereinigte Anticardiolipin-Antikörper mit HUVE-Zellen reagieren.  

Extrazelluläre Matrixkomponenten, die von Endothelzellen sezerniert werden, können 

sowohl konstitutiv exprimierte als auch kryptische Antigene darstellen, welche erst aufgrund 

eines vaskulären Schadens zugänglich werden. Hier werden verschiedene endotheliale Auto-

antigene diskutiert, darunter Kollagen Typ I, IV, VII, Laminin und Fibronektin80, , , 81 82 83.  

Verschiedene Autoren konnten eine verstärkte Desoxyribonukleinsäure (DNA) -Bindung 

an das Endothel zeigen, wenn dieses zuvor durch Zytokine stimuliert wurde, so daß DNA 

sowohl als kryptisches, als auch als ädhärierendes Antigen für AECA fungieren kann80, 84. Die 

Bindung antiendothelialer Antikörper korreliert in einigen Fällen mit anti-DNS-Antikörpern80, 

85. Frampton et al. konnten zeigen, dass die AECA-Bindung an das Endothel durch DNA-

Zellulose inhibierbar ist . Auch die Vorinkubation AECA-positiver SLE-Proben reduzierte die 

Intensität einiger Banden im Immunblot, die durch AECA detektiert werden, und kann so als 

Hinweis auf die mögliche Rolle von DNS als endotheliales Antigen gedeutet werden. 

Einige Arbeiten weisen darauf hin, dass HLA II auf aktivierten Endothelzellen Zielantige-

ne der AECA darstellen können86, 87. Nach Noris sind HLA II jedoch nicht das Zielantigen 

der AECA, sondern werden durch diese induziert und vermitteln dann die T-Zell-Aktivierung 

in der Pathogenese der Takayasu-Arteritis88.  

Auch Proteinase 3 und Myeloperoxidase können auf  Endothelzellen als kryptische bzw. 

adhärierende Antigene identifiziert werden89, 90. Sie werden durch spezifische Autoantikörper 

(ANCA) auf Endothelzellen erkannt90, 91. Verschiedene Gruppen haben jedoch die Assoziati-

on von ANCA und AECA studiert, ohne eine signifikante Korrelation zu finden53, 70, 53.  

Als Serumbestandteil kann β2-Glykoprotein-I ebenfalls an das Endothel adhärieren. Del 

Papa et al. konnten eine dosisabhängige Steigerung der Bindung der AECA durch Inkubation 

mit β2-Glykoprotein-I nachweisen. 

In einem neuartigen Ansatz kombinierte Ationu die üblichen immunologischen Verfahren 

mit gentechnischen Möglichkeiten. Anhand einer cDNA-Expressions-Bibliothek auf der Ba-
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sis einer immortalisierten endothelialen Zellinie (EAhy 926) stieß er auf CD36 und ein Kera-

tin-ähnliches Protein als Zielantigene der AECA im Rahmen der koronaren Transplanat-

vaskulopathie (TxCAD)92. Frampton et al. gelang es mit der selben Methode, allerdings an-

hand von HUVE-Zellen, bisher diskutierte, sogenannte klassische endotheliale Autoantigene 

des Systemischen Lupus auch auf molekularer Ebene zu bestätigen. Unter anderem identifi-

zierten sie das ribosomale P Protein P0 und das ribosomale Protein L6, sowie zwei weitere 

bisher unbekannte sogenannte „human endothelial associated putative lupus autoantigens“ 

(HEPLA). Interessanterweise stießen Linke et al. bei der Untersuchung von TxCAD-Patienten 

anhand derselben Methode ein Jahr später ebenfalls auf zwei ribosomale Proteine93. 
 

1.6 Fragestellung 
 
Ziel dieser Arbeit sollte es sein, ein Testverfahren zum Nachweis antiendothelialer Antikörper 

zu entwickeln. Dies sollte auf der Grundlage eines zellulären HUVEC-ELISAs geschehen und 

darüber hinaus um ein Nachweisverfahren auf der Basis von sonifizierten HUVE-Zellen er-

gänzt werden, das möglicherweise die routinemäßige Anwendung eines AECA-Sceening 

vereinfachen könnte.  

Zur Einordnung hinsichtlich ihres regelrechten Vorkommens sollten Normalwerte für 

AECA festgelegt werden. In diesem Rahmen sollte der Einfluß von Alter, Geschlecht und 

Immunglobulin-Gesamtkonzentration auf die AECA-Titer ermittelt werden.  

Um die Relevanz der antiendothelialen Antikörper (AECA) bei Vaskulitiden und throm-

bembolischen Geschehen bei Antiphospholipidsyndoms (APS) besser einschätzen zu können, 

sollte hier die Prävalenz der AECA stichprobenartig anhand der entwickelten Testverfahren 

erhoben werden. Dazu wurden die Proben von vier verschieden Patientenkollektiven unter-

sucht. 

Um über ein pathologisches Vorkommen hinaus auch die Spezifität der AECA näher ein-

zugrenzen, sollten Korrelationen zu anderen Autoantikörpern untersucht werden. 
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2 Materialien 
 

2.1 Reagenzien 
 
Alle verwendeten Chemikalien wiesen p. a. Qualität auf. 

American Diagnostica GmbH, Pfungstadt: RVV-Test, RVV-Konfirm-Test 
Biochrome, Berlin: Ultra-Pure Water (steril) 
Bio-Rad, München: Bio-Rad Reagenz zur Proteinbestimmung nach Bradford 
Braun Melsungen, Melsungen: Isotone Kochsalzlösung 0,9% (steril) 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim: 2.2´-Azino-di-[3-äthyl-benzthiazolinsulfonat (6)] 
(C18H16N4O6S4, ABTS) 
Dade Behring, Marburg: Immun-Testserum Anti-A, Anti-B 
Dako, Dänemark: Human IgM 
Difco, Detroit Michigan USA: Maltose 
Dianova GmbH, Hamburg: Kaninchen anti-human IgM, Peroxidase-konjugiert  
Maus anti-human IgM; Ziege anti-human IgM Fc 5µ, Peroxiodase-konjugiert; Ziege anti-
human IgG Fc, Peroxidase-konjugiert 
Fluka Chemie AG, Neu Ulm: Skim Milk Powder, Natriumsulfat (Na2O4S) 
GibcoBRL Life Technilogies GmbH, Karlsruhe: Foetales Kälberserum (FCS) Myoclone plus; 
Kollagenase; Pennicillin/Streptomycin; recombinant human basic fibroblast groth factor 
(bFGF); recombinant human epidermal groth factor (hEGF); Trypsin-EDTA; Minimal Essen-
tial Medium mit Earle´s Salt; Fungitone (Amphotericin B); L-Glutamin; Nicht-essentielle 
Aminösäuren; Vitaminlösung; Hank´s Salzlösung 
Merck, Darmstadt: Citronensäure-monohydrat (C6H8O7*H2H); Natrium-acetat (NH3COONa); 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30%; Glucose-monohydrat 
Merz, Frankfurt: Mucocit® F2000 
PromoCell, Heidelberg: Endothelial Cell Basal Medium 
Roth, Karlsruhe: Albumin Bovin Fraktion V; Natriumchlorid (NaCl); Kaliumchlorid (KCl); 
Natriumcarbonat (NaCo3); di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (NaHPO42H2O); Glycin 
(C2H5NO2); Schwefelsäure H2SO4) 
Sandoz AG, Nürnberg: Sandoglobulin 
Serva Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg: Gelatine; Sucrose (C12H22O11); Gentamicin 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen: Hepes (C8 H18N2O4S); 17-Hydroxycortico-
sterone (C21H30O5); ortho-Phenylendiamin (OPD); Maltose (C12H22O11*H2O); Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (C7H7FO2S); Polyethylene-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20); Polyethylene-
Sorbitan-Monooleate (Tween 80); t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100); 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris); Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride 
(Tris-HCl) 
 
2.2  Verbrauchsmaterialien 
 
Becton Dickinson, Braunschweig: Sterile Einmalspritzen 50 ml 
Braun, Melsungen: Sterile Dreiwege-Hähne Discofix® 
Costar, Cambridge: Sterile 96-well-strip-Platten für die Zellkultur;  
Eppendorf GmbH, Hamburg: Combitips 2,5 ml und 5ml; Reaktionsgefäße; Modell Save-Lock 
0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml 
Feather Savety Razor Co., Ltd Medical Devision, über MAGV Rabenau-Lohndorf: Einmal-
skalpelle 
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Greiner Labortechnik, Frickenhausen: Pipettenspitzen 0,1-10 µl; 1-200 µl; 100-1000 µl , steri-
le Zentrifugenröhrchen 15 ml und 50 ml; Zellkultur Petrischalen mit 60 mm und 90 mm 
Durchmesser 
Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt: Pasteurpipetten 2 ml ∅ 7 mm 
Johnson & Johnson, Norderstedt: Sterile Kompressen Topper 12 
Laboratory Designer, Schweden: Bio-Plates zur Blutgruppenbestimmung 
Limca Verbindungstechnik, über MAGV Rabenau-Lohndorf: Kabelbinder 135x2,5 mm 
Nalge Nunc International, New York: 75mm Bottle Top Filter (0,2 µm) 500 ml; Mikroti-
terstipes und –plates Modelle Maxisorb und Polysorb; Rahmen für Mikrotiterstripes (12 x 8); 
25 cm2 Kulturgefäße aus Polystyrene, steril 
R. Demhartner GmbH & Co. KG: Krankenunterlagen 40x60 cm 
Unigloves GmbH, Troisdorf: Einmalhandschuhe  
 
2.3  Geräte 
 
A & D Company, USA: Digitalwaage Modell FX-2000 
Assistent: Taumel-Rollmischer MR5 
Bühler, über Kühn und Bayer, Gießen: Schüttler KS 10 
C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn: Magnetrührwerk Modell MAG-K 
Cole-Parmer Instrument Co., Illinois: Easy Load® Masterflex® Modell 7518-00 
Eppendorf GmbH, Hamburg: Diverse Kolbenhubpipetten (2-1000 µl); Multipette® 4780 
Flow Laboratories, Meckenheim b. Bonn: Sterile Arbeitsbank 
Gilson, Villiers le bel (Frankreich): Pipetman® P 50-200 µl 
Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelkheim: Magnetrührwerk MR 2000; Schüttelgerät 
REAX 2000 
Heraeus Christ GmbH, Osterrode: Begasungsbrutschrank; Digifuge GL  
Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt: Pipetus®-akku 
Köttermann GmbH & Co. KG, Hänigsen: Wasserbad Typ 3044  
Melag: Sterilisier-Autoklav Typ 23 
Mettler, Schweiz: Digitalwaage Modell AE 163 
Olympus Opltical Co. Ltd., Tokyo: Invert-Mikroskop CK2 
Organon Teknika, Barcelona, Spanien: Thrombolyzer 
Schärfe System, Reutlingen: Zellzählgerät Casy 1 
SLT-Labinstruments Deutschland, Crailsheim: ELISA-Photometer Modell Spectra 
WTW, Weiheim: pH-Meter Modell 523 
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3 Methoden 
 

3.1 Zellkultur 
 
3.1.1 Blutgruppenbestimmung 

Zur Bestimmung der Blutgruppenantigene wurden zwei Tropfen Blut mit zwei Tropfen NaCl 

(0,9%) und je zwei Tropfen der Testseren Anti-A und Anti-B auf dafür vorgesehene Träger 

aufgebracht und vorsichtig vermischt. Nach drei Minuten war die Blutgruppe des jeweiligen 

Nabelschnurblutes eindeutig durch die Agglutination mit den Testseren bzw. das Ausbleiben 

der Agglutination zu bestimmen. 

 

3.1.2 Isolierung humaner umbilikal-venöser Endothelzellen  
Puffer und Lösungen: 

HBS : 137 mM NaCl 

 4 mM KCl 

 11 mM Glucose 

 10 mM Hepes   

  in ultra sterile water 

   pH 7,4 

Kollagenase-Lsg.: 100 mg Kollagenase, lyophilisiert 

 50 mM MgCl 

 150 mM CaCl 

 in 500 ml HBS 

Kulturmedium: 500 ml Endothelial Basal Cell Medium 

 100  Einheiten Penicillin/ml 

 100 µg Streptomycin/ml 

 0,1 % Hydrocortison 

 0,0001 % bFGF 

 0,001 % hEGF 

 10 % FCS 

Fibronektin-Lsg.: 25 µg/ml Fibronektin  

 in 0,9 % NaCl 

Gelatine-Lsg.: 0,2 %  Gelatine 

 in 0,9 % NaCl 
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Trypsin-Lsg.: 10 ml Trypsin-EDTA 10 x 

 10 ml Hepes 

 80 ml 0,9% NaCl 

Vorgehen: 

Die Isolierung humaner umbilikal-venöser Endothelzellen (HUVE-Zellen) erfolgte nach der 

von Jaffe et al. (1973) beschriebenen Methode unter sterilen Bedingungen an der Si-

cherheitswerkbank94. Die verwendeten Nabelschnüre wurden nach der Entbindung in sterilen 

Bechern verschlossen und bei 4°C bis zur Bearbeitung gelagert. Es wurden nur Nabelschnüre 

verwertet, die höchstens 36 Stunden alt und mindestens 10 cm lang waren.  

Zu Beginn der Präparation wurde jede einzelne Nabelschnur mit einer sterilen Kompresse 

gesäubert. An jedem Ende wurde 1 cm mit einem sterilen Skalpell entfernt, um Kontaminati-

onen zu vermeiden. Es wurde eine sterile Knopfkanüle an einem Ende in die Vene eingeführt 

und mit einem Nylonstrip befestigt. Über die Kanüle wurde die Nabelschnur mit HBS ge-

spült. Am anderen Ende wurde ebenfalls ein steriler Schlauch in die Vene eingeführt, mit 

einem Nylonstrip befestigt und mit einer Gefäßklemme verschlossen. Ein Drei-Wege-Hahn 

wurde an die Knopfkanüle angeschlossen, über den die Nabelschnur mit 0,025%iger Kollage-

naselösung gefüllt und verschlossen wurde. Es folgte ein 20minütiger intraluminaler Verdau 

bei 37°C im Brutschrank.  

Im Anschluß an die Inkubation im Brutschrank wurde die Nabelschnur vorsichtig massiert, 

um die Endothelzellen von der Basalmembran zu lösen. Ihr Inhalt wurde in ein steriles 50 ml 

Röhrchen abgelassen und die Vene mit HBS nachgespült. Zum Stop des enzymatischen Ver-

dau durch die Kollagenase wurde je 1 ml FCS in jedes Röhrchen vorgelegt. Die Endothelzel-

len wurden 5 Minuten bei 260 g abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet 

in 5 ml Kulturmedium aufgenommen. 

 

3.1.3 Kultur und Passage der Endothelzellen 
Die primären HUVE-Zellen wurden auf die zuvor für zwei Stunden bei 4°C mit Fibronektin 

beschichteten sterilen 60 mm Kulturschalen ausgesät und für 3 bis 5 Tage bei 37°C und unter 

5% CO2-Begasung in Brutschrank vermehrt. War der Zellrasen nach 3 Tagen nicht konfluent, 

wurde das Medium gewechselt. 

Sobald mikroskopisch keine freie Substratoberfläche zwischen den Endothelzellen mehr zu 

erkennen war, d. h. wenn sie „konfluent“ waren, wurden die HUVE-Zellen geerntet. Dazu 

wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 5 ml HBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-

EDTA im Brutschrank für ca. 3 Minuten inkubiert. Die so vom Untergrund gelösten Zellen 



Methoden    17  
 
wurden in 1 ml FCS aufgenommen, das die Kollagenase inaktivierte und die Zellen so vor 

weiterem Verdau schützte. Die HUVE-Zellen wurden 5 Minuten bei 260 g abzentrifugiert, 

der Überstand verworfen und das Zellpellet erneut in Kulturmedium aufgenommen. 

Zur weiteren Verwendung im zellulären ELISA wurden 7.500 HUVE-Zellen in 200 µl 

Kulturmedium pro Vertiefung in ELISA-Streifen ausgesät. Die ELISA-Streifen wurden zuvor 

für 2 Stunden mit 100 µl 0,2% Gelatine pro Vertiefung beschichtet und der Überstand mit 

sterilen Pasteurpipetten abgesaugt. 

Sollte aus den Zellen Lysat gewonnen werden, wurden die HUVE-Zellen im Verhältnis 1:3 

geteilt und auf Fibronektin beschichtete 90 mm Kulturschalen passagiert. 

Die weitere Kultur erfolgte in beiden Fällen wieder bei 37°C und 5% CO2-Begasung im Brut-

schrank. 

 

3.1.4 Zellzählung 

Die mit Trypsin-EDTA gelösten und abzentrifugierten primären HUVE-Zellen wurden in 10 

ml Medium resuspendiert. Vom Zellsuspendat wurden 50 µl in 5 ml NaCl (0,9%) aufgenom-

men und im Cell-Analyser-System Casy 1 über eine Lichtschranke automatisch gezählt. 

Um nur die Anzahl lebender Zellen (n) pro ml zu erfassen, wurden nur Zellen mit einem 

Durchmesser von mehr als 10 µm gewertet. 

Die Gesamtzahl der Zellen in der Lösung (N) wurde wie folgt errechnet: 

ml
mlmlNN

05,0
105 ××

=  

 

3.1.5 Herstellung des HUVE-Zell-Lysats 

Puffer und Lösungen: 

EC-Extraktionspuffer: 0,25 M Sucrose 

 3 mM CaCl2

 3 mM Tris-HCl pH 8  

 50 mM Na2O4S 

  1 mM PMSF 

  1 % Triton X-100 

Vorgehen: 

Die konfluenten Zellen der 1. Passage wurden wie oben beschrieben mit 5 ml Trypsin-EDTA 

gelöst, abzentrifugiert und es wurden 9 Millionen HUVE-Zellen in 1 ml EC-Extraktionspuffer 

aufgenommen. Mittels Ultraschall wurden die auf Eis gekühlten Zellen 30 Sekunden lang 
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lysiert. Hierzu wurden folgende Einstellungen am Branson Sonifier vorgenommen: Output-

controll 7, Duty Cycle 50%, pulsed. 

Bis zur Verwendung wurde das Lysat bei -20°C gelagert. Zur Herstellung eines Lysat-

Pools wurden bei Erreichen einer größeren Menge die einzelnen Fraktionen einmalig wieder 

aufgetaut, portioniert und erneut bei -20°C eingefroren. 

 

3.2 Immunologische Methoden 
 
3.2.1 Prinzip des Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 
Seit ihrer Erstbeschreibung in 1971 durch Engvall und Perlman haben sich ELISAs weltweit 

als Methode der Wahl zum Nachweis löslicher Antigene und Antikörper durchgesetzt95, 96. Zu 

ihrem Erfolg haben ihre hohe Sensitivität, die lange Aufbewahrbarkeit der Reagenzien, feh-

lende Gefahr durch Radioaktivität, die einfache Durchführbarkeit sowie die Variabilität der 

einsetzbaren ELISA-Formate beigetragen. 

 

3.2.1.1 Indirekter ELISA zum Nachweis spezifischer Antikörper 

Durch Beschichtung der Vertiefungen einer ELISA-Platte mit einem Antigen, z.B. mit Zell-

lysat, und Inkubation der Platten mit einer Testlösung, binden die löslichen Antikörper spezi-

fisch an das beschichtete Antigen. Ungebundene Antikörper werden abgewaschen. Eine Lö-

sung mit Enzym-konjugierten Antikörpern, gerichtet gegen die spezifischen Antikörper, wird 

auf die Platte aufgetragen. Nach Inkubation werden ungebundene Antikörper abgewaschen 

und eine Substratlösung wird hinzugefügt. Die Menge des hydrolysierten Substrates kann 

photometrisch erfaßt werden. Die gemessene Menge umgesetzten Substrats ist proportional 

der in der Testlösung enthaltenen spezifischen Antikörper97. 
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Beschichtung 
mit Antigen 
 

Abbildung 3: Prinzip des indirekten ELISA (modifi-
ziert nach Current Protocols in Molecular Biology).
Ag= Antigen, Ab= Antikörper, E= Enzym-konjugierter
Sekundärantikörper. Die Vertiefungen einer ELISA-
Platte werden mit einem löslichen Antigen beschichtet.
Unspezifische Bindungsstellen werden mit einer geeig-
neten Lösung blockiert (z.B. mit Milchpulver). Bei der
darauf folgenden Inkubation mit einer Testlösung erfolgt
die spezifische Bindung der enthaltenen Antikörper an
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Abbildung 4: Prinzip des Antikörper-Sandwich-ELISA
(modifiziert nach Current Protocols in Molecular Biolo-
gy). Ag= Antigen, Ab= Antikörper, E= enzymmarkierter
Sekundärantikörper. Die Vertiefungen einer ELISA-Platte
werden mit einem löslichen Antikörper beschichtet. Unspe-
zifische Bindungsstellen werden mit einer geeigneten Lö-
sung blockiert (z.B. mit Milchpulver). Bei der darauf fol-
genden Inkubation mit einer Testlösung erfolgt die spezifi-
sche Bindung des enthaltenen Antigens an den Antikörper.
In einen weiteren Inkubationsschritt mit einem Enzym-
konjugierten Sekundärantikörper erfolgt die spezifische
Bindung des Sekundärantikörpers an das nachzuweisende
Antigen der Testlösung. Überschüssige Antikörper-
Konjugat-Lösung wird durch Waschen entfernt. Der Um-
satz eines angebotenen Substrates durch das Enzym ist
proportional zur Menge des Antigens in der Testlösung und
photometrisch messbar. 

 

3.2.1.3 In

Spezifische

nachgewie

biert werde

fahren ents

 

waschen 
 

waschen 

Inkubation 
mit Enzym-
konjugiertem 
Antikörper 
 

Substratumsatz/ 
Farbumschlag 
 

direkter zellulärer ELISA 

 Antikörper, gerichtet gegen antigene Determinanten von Zelloberflächen, werden 

sen, indem auf der ELISA-Platte immobilisierte Zellen mit einer Testlösung inku-

n. Lösliche Antikörper binden spezifisch an die fixierten Zellen. Das weitere Ver-

pricht dem des indirekten ELISA zum Nachweis spezifischer Antikörper. 
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Abbildung 5: Prinzip des zellulären ELISA (modifi-
ziert nach Current Protocols in Molecular Biology).
Ag= Antigen, Ab= Antikörper, E= enzymmarkierter
Sekundärantikörper, C=Zelle. Immobilisierte Zellen in
den Vertiefungen einer ELISA-Platte werden mit einem
löslichen (Primär-) Antikörper inkubiert. Dieser bindet
spezifisch an Antigene der Zelloberfläche. In einem
weiteren Inkubationsschritt mit einem Enzym-
konjugierten Sekundärantikörper erfolgt die spezifische
Bindung des Sekundärantikörpers an den (Primär-)
Antikörper. Überschüssige Antikörper-Konjugat-Lösung
wird durch Waschen entfernt. Der Umsatz eines angebo-
tenen Substrates durch das Enzym ist proportional zur
Menge des Primärantikörpers und photometrisch mess-
bar. 
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2 % Milchpulver 

  in PBS 

spuffer: 0,01 % Tween 20 
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10 % Maltose 
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  in PBS 

Substratpuffer: 9 Teile 0,11 M di-Natriumhydrogencarbonat 

 1 Teil 0,5 M Citronensäure-Monohydrat 

Substratlösung:  4 mg OPD-Tablette 

 100 µl 30 % H2O2

 in 10 ml Substatpuffer 

Stopplösung: 3 M Schwefelsäure 

Vorgehen: 

Um die HUVE-Zellen auf der Mikrotiterplatte zu immobilisieren, wurden sie nach drei Tagen 

in Kultur mit der Aceton-Methanol-Lösung fixiert. Hierzu wurde zuerst das Kulturmedium 

abgesaugt und dann 100 µl der Fixierlösung in jede Vertiefung pipettiert. Nach 5 Minuten 

wurde die Lösung abgekippt und die Vertiefungen dreimal mit je 150 µl Waschpuffer gewa-

schen. Um unspezifische Bindungsstellen abzublocken, wurden die Zellantigene für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur mit 150 µl Blocklösung pro Vertiefung inkubiert. Anschließend erfolgte 

ein erneuter Waschschritt. 

Zur weiteren Standardisierung wurde eine Kalibriergrade anhand von hoch pathologischem 

Plasma eines Spenders mit einem histologisch gesicherten Morbus Takayasu erstellt. Es wur-

de willkürlich festgelegt, dass ein Milliliter des Kalibrierplasmas 5.000 Einheiten (U) antien-

dothelialer Antikörper enthält. Das Kalibrierplasma wurde in den Konzentrationen 50/ 25/ 10/ 

5/ 2,5/ 1/ 0,5 U/ml in Verdünnungspuffer aufgenommen. Die zu untersuchenden Proben wur-

den ebenfalls in Verdünnungspuffer aufgenommen. Sie wurden aufgrund ihres sehr unter-

schiedlichen Gehalts an AECAs in vier verschiedenen Verdünnungen, 1:50, 1:100, 1:500 und 

1:1.000 im ELISA eingesetzt. Es wurden je 100 µl Kalibrierplasma bzw. Probe in die jeweili-

gen Vertiefungen pipettiert und als Doppelwerte aufgetragen. Nach zweistündiger Inkubation 

bei Raumtemperatur auf dem Schüttler wurden ungebundene Antigene durch einen weiteren 

Waschschritt entfernt. 

Zum Nachweis der spezifisch gebundenen AECAs wurde ein Peroxidase-konjugierter De-

tektionsantikörper von der Ziege verwendet, der spezifisch an das Fc 5µ-Fragment von huma-

nem IgM bindet. Er wurde in der Verdünnung 1:1.000 eingesetzt, mit 100 µl pro Vertiefung 

aufgetragen und unter Lichtschutz bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Über-

schüssiges Konjugat wurde nach einer Stunde durch einen erneuten Waschschritt entfernt.  

In der folgenden Phase wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zu-

gabe von 100 µl pro Vertiefung der chromogenen Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die 

gebundene Merrettichperoxidase das Substrat in ein gelbes Produkt um. Nach 30 Minuten 
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schlug die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 50 µl Stopplösung pro Vertiefung in 

Braun um. Die gemessene optische Dichte bei einer Wellenlänge von 492 nm war der Kon-

zentration an antiendothelialen Antikörpern direkt proportional. 

 

3.2.3 Zellulärer HUVE-Zell-ELISA zum Nachweis von antiendothelialen     

Antikörpern der Klasse IgG aus humanem Citratplasma (cHUVEC-IgG) 
Puffer und Lösungen: 

Die verwendeten Puffer und Lösungen entsprechen denen des cHUVEC-IgM. Ausnahmen 

werden im Folgenden angeführt: 

Verdünnungspuffer: 0,01 % Tween 20 

 0,1 % Milchpulver 

   in PBS 

Vorgehen: 

Hier wurde genau wie beim cHUVEC-IgM verfahren. Die Kalibriergerade wurde auch hier 

anhand von Plasma des Spenders mit Morbus Takayasu erstellt. Per definitionem enthält ein 

Milliliter des Kalibrierplasmas 5.000 Einheiten (U) antiendothelialer Antikörper. Das Kalib-

rierplasma wurde in den Konzentrationen 50/ 25/ 10/ 5/ 2,5/ 1/ 0,5 U/ml in Verdünnungspuf-

fer aufgenommen und in Doppelwerten mit 100 µl/Vertiefung aufgetragen. Plasmaproben 

wurden in den Verdünnungen 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1.000 im gleichen Puffer wie der 

Standard im ELISA eingesetzt. Detektiert wurde mit einem Peroxidase-konjugierten Antikör-

per aus der Ziege, der spezifisch gegen das Fc-Fragment von humanem IgG gerichtet war. Er 

wurde im Verhältnis 1:500 in Verdünnungspuffer aufgenommen und so mit je 100 

µl/Vertiefung aufgetragen. 

Die Entwicklung mit Substratlösung erfolgte für 5 Minuten. 

 

3.2.4 HUVE-Zell-Lysat-ELISA zum Nachweis von antiendothelialen Anti-

körpern der Klasse IgM aus humanem Citratplasma (HUVEC-Lysat-IgM) 

Puffer und Lösungen: 

Beschichtungspuffer: 200 mM NaHCO3 

 30 mM Na2CO3  

   in Aqua bidest. 

   pH 9,0 

Waschpuffer: 0,1 % Tween 20 

   in PBS 
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Blockpuffer: 0,1 % Tween 20 

 2 % Milchpulver 

   in PBS 

Verdünnungspuffer:  0,1 % Tween 20 

 0,1 % Milchpulver 

   in PBS 

Substratpuffer: 9 Teile 0,11 M di-Natriumhydrogencarbonat 

 1 Teil 0,5 M Citronensäure-Monohydrat 

Substratlösung:  4 mg OPD-Tablette 

 100 µl 30 % H2O2

 in 10 ml Substatpuffer 

Stopplösung: 3 M Schwefelsäure 

Vorgehen: 

Das HUVE-Zell-Lysat wurde im Verhältnis 1: 75 in Beschichtungspuffer aufgenommen und 

an Maxisorp-Mikrotiterplatten gekoppelt. Hierzu wurden je 100 µl/Vertiefung des Ansatzes 

aufgetragen und für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Lösungen abge-

kippt und die Vertiefungen dreimal mit je 150 µl Waschpuffer gewaschen. Unspezifische 

Bindungsstellen wurden mit 150 µl Blockpuffer pro Vertiefung für 1 Stunde bei Raumtempe-

ratur auf dem Schüttler geblockt. Anschließend erfolgte ein erneuter Waschschritt. 

Die Kalibriergerade wurde auch hier anhand von Plasma des Spenders mit Morbus Takay-

asu erstellt. Per definitionem enthält ein Milliliter des Kalibrierplasmas 5.000 Einheiten (U) 

antiendothelialer Antikörper. Für den Einsatz im ELISA wurde das Kalibrierplasma in Ver-

dünnungspuffer in den Konzentrationen 100/ 50/ 25/ 10/ 5/ 2,5/ 1 U/ml aufgenommen. Die 

Proben wurden im Verhältnisin 1:100, 1:500, 1:1.000 und 1:5.000 in Verdünnungspuffer auf-

genommen. Es wurden je 100 µl des Kalibrierplasma bzw. der Probe in die jeweiligen Vertie-

fungen pipettiert und als Doppelwerte aufgetragen. Nach zweistündiger Inkubation bei Raum-

temperatur auf dem Schüttler wurden ungebundene Antigene durch einen weiteren Wasch-

schritt entfernt. 

Der Nachweis der an das Zellysat gebundenen AECAs erfolgte mit einem Peroxidase-

konjugierten Antikörper von der Ziege, der spezifisch gegen die 5µ-Untereinheit von huma-

nem IgM gerichtet war. Er wurde in der Verdünnung 1:500 eingesetzt, mit 100 µl pro Vertie-

fung aufgetragen und unter Lichtschutz auf dem Schüttler inkubiert. Überschüssiges Konjugat 

wurde nach einer Stunde durch einen erneuten Waschschritt entfernt.  
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In der folgenden Phase wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zu-

satz von 100 µl pro Vertiefung der chromogenen Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die 

gebundene Merrettichperoxidase das Substrat in ein gelbes Produkt um. Nach 10 Minuten 

schlug die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 50 µl Stopplösung pro Vertiefung in 

Braun um. Die gemessene optische Dichte bei einer Wellenlänge von 492 nm war der Kon-

zentration an antiendothelialen Antikörpern direkt proportional. 

 

3.2.5 HUVE-Zell-Lysat-ELISA zum Nachweis von antiendothelialen Antikör-

pern der Klasse IgG aus humanem Citratplasma (HUVEC-Lysat-IgG) 

Puffer und Lösungen entsprechen denen des HUVEC-Lysat-IgM. 

Vorgehen: 

Es wurde im Prinzip vorgegangen wie beim HUVEC-Lysat-IgM.  

Das gleiche Kalibrierplasma wurde im ELISA in den Konzentrationen 500/ 250/ 100/ 50/ 25/ 

10/ 5 U/ml eingesetzt. Proben wurden in der Verdünnungsstufen 1:50, 1:500, 1:1.000 und 

1:5.000 aufgetragen.  

Der Peroxidase-konjugierte Detektionsantikörper der Ziege, der gegen das humane IgG Fc-

Fragment gerichtet ist, wurde in der Verdünnung 1:1.000 verwendet.  

Die Entwicklung erfolgte mit OPD-Substrat für 20 Minuten. 
 
3.2.6 Antikörper-Sandwich-ELISA zum Nachweis von IgM aus humanem    

Citratplasma (IgM-ELISA) 
Puffer und Lösungen: 

Entsprechen denen des HUVEC-Lysat-IgM, Ausnahmen werden aufgeführt. 

Verdünnungspuffer: 0,1 % Tween 20 

 0,1 % Milchpulver 

 5 % Maltose 

   in PBS 

Vorgehen: 

Es wurde ein Antikörper von der Maus, der gegen humanes IgM gerichtet ist, in Verhältnis 

1:500 in Beschichtungspuffer aufgenommen und im Brutschrank bei 37°C an Maxisorp-

Mikrotiterplatten gekoppelt. Hierzu wurden 100 µl des Ansatzes pro Vertiefung aufgetragen. 

Nach einer Stunde wurde die Lösung abgekippt und die Vertiefungen dreimal mit je 150 µl 

Waschpuffer gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 150 µl Blockpuffer pro 
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Vertiefung eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert und abgeblockt. Anschließend 

erfolgte ein erneuter Waschschritt.   

Als Kalibriergerade diente gereinigtes IgM, das in den Konzentrationen 3/ 1,5/ 0,6/ 0,3/ 

0,15/ 0,06 µg/ml in Verdünnungspuffer aufgenommen wurde. Die Proben wurden im Ver-

hältnis 1:2.000 im gleichen Verdünnungspuffer aufgenommen. Es wurden je 100 µl Kalibrier-

lösung bzw. Probe in die jeweiligen Vertiefung pipettiert und als Doppelwerte aufgetragen. 

Nach zweistündiger Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Schüttler wurden ungebundene 

Antigene durch einen weiteren Waschschritt entfernt. 

Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase-konjugierten Antikörper von dem Kaninchen, 

der gegen humanes IgM gerichtet ist. Er wurde in der Verdünnung 1:1.000 eingesetzt, mit 100 

µl pro Vertiefung aufgetragen und unter Lichtschutz auf dem Schüttler inkubiert. Überschüs-

siges Konjugat wurde nach einer Stunde durch einen erneuten Waschschritt entfernt.  

In der folgenden Phase wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zu-

satz von 100 µl pro Vertiefung der chromogenen Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die 

gebundene Merrettichperoxidase das Substrat in ein gelbes Produkt um. Nach 10 Minuten 

schlug die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 50 µl Stopplösung pro Vertiefung in 

Braun um. Die gemessene optische Dichte bei einer Wellenlänge von 492 nm war der IgM-

Konzentration direkt proportional. 

 

3.2.7 IgG-Konzentrationsbestimmung 
Vorgehen: 

Der Gesamtgehalt an IgG der Proben wurde im Zentrallabor der Kerckhoff-Klinik nach Stan-

dardprotokoll vollautomatisch am HITACHI 917 automatic analyser nephelometrisch ermit-

telt. 

 

3.2.8 Bestimmung von Antiphospholipid-Antikörpern 

Neben den funktionellen Gerinnungstests ist der Nachweis von Antiphospholipid-Antikörpern 

(APLA) ein ergänzendes immunologisches Verfahren zur Bestätigung der Diagnose eines 

Lupus antikoagulans98. APLA können zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs herangezogen 

werden99, , 100 101. 

Das Prinzip der Bestimmung der Antiphospholipid-Antikörper ist ein indirekter nicht 

kompetetiver Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay. Es wurde ein kommerzieller Test ver-

wendet, bei dem ein Gemisch aus Cardiolipin, Phosphatidyl-Serin, Phoaphatidyl-Inositol, 
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Phosphatidsäure und humanem β2-Glycoprotein bereits an die Vertiefungen der Platte gekop-

pelt sind. 

Puffer und Lösungen: 

Standards: kombinierte Standardreihe mit IgG und IgM-Phospholipid-Antikörpern, 

jeweils 1 ml, gebrauchsfertig mit den Konzentrationen: 0/ 6,3/ 12,5/ 25/ 

50/ 100 U/ml 

Positivkontrolle: 1,5 ml, gebrauchsfertig 

Negativkontrolle: 1,5 ml, gebrauchsfertig 

Waschpuffer: 20 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

1000 ml Endvolumen 

Probenpuffer:  20 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

100 ml Endvolumen 

Konjugat:  15 ml, anti-human IgG, Peroxidase-konjugiert, 

15 ml, anti-human IgM, Peroxidase-konjugiert 

Enzymsubstrat: Tetramethyl-Benzidin (TMB), 15 ml, gebrauchsfertig 

Stopplösung:  1 M HCL, 15 ml, gebrauchsfertig 

Streifen:  12 Streifen mit Vertiefungen, vorbeschichtet mit Phospholipid 

Vorgehen: 

Zu Beginn wurden Standards, Kontrollen und die auf 1:101 mit Probenpuffer vorverdünnten 

Proben zu je 100 µl in die Vertiefungen pipettiert. In den Proben vorhandene Phophplipid-

Antikörper banden während 30minütiger Inkubationszeit an das immobilisierte Antigen. Da-

nach wurde die Lösung abgekippt und die überschüssigen Serumkomponenten wurden mit 

dreimal 300 µl Waschpuffer entfernt. 

In der folgenden Phase wurden je 100 µl der Peroxidase-konjugierten anti-IgG- bzw. anti-

IgM-Antikörper in die Vertiefungen pipettiert. Die an das immobilisierte Antigen gebundenen 

Phophplipid-Antikörper wurden durch die zugegebenen Peroxidase-konjugierten anti-IgG-

Antikörper bzw. anti-IgM-Antikörper spezifisch erkannt. Überschüssiges Konjugat wurde 

durch einen weiteren Waschschritt entfernt. 

Daraufhin wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zugabe von 100 

µl pro Vertiefung der chromogenen TMB-Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die gebun-

dene Merrettichperoxidase das Substrat in ein blaues Produkt um. Nach 15 Minuten schlug 

die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 100 µl Stopplösung pro Vertiefung in Gelb 

um. 
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Die gemessene optische Dichte bei einer Wellenlänge von 450 nm ist der Konzentration 

der Anti-Phospholipid-Antikörper in den Proben direkt proportional. 

 

3.2.9 Bestimmung von Anticardiolipin-Antikörpern 
Wie die Antiphospholipid-Antikörper gehören auch die Anticardiolipin-Antikörper zur kom-

pletten Diagnostik des Lupus antikoagulans. Ihr Titer kann ebenfalls zur Verlaufskontrolle 

der Erkrankung herangezogen werden102, 103. 

Das Prinzip der Bestimmung der Anticardiolipin-Antikörper ist ein indirekter nicht kompe-

tetiver Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay. Auch hier stand ein kommerzieller Test zur 

Verfügung, bei dem Cardiolipin an die Vertiefungen der Platte gekoppelt ist.  

 

3.2.9.1 Bestimmung von Cardiolipin-Antikörpern der Klasse IgM  

Puffer und Lösungen: 

Standards: Cardiolipin IgM-Antikörper Standardlösungen, je 1 ml, gebrauchsfertig, 

in den Konzentrationen 0/ 4/ 8/ 20/ 50 /100 U/ml 

Positivkontrolle: 1 ml, gebrauchsfertig 

Negativkontrolle: 1 ml, gebrauchsfertig 

Waschpuffer: 50 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

1000 ml Endvolumen 

Probenpuffer:  20 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

100 ml Endvolumen 

Konjugat:  15 ml, anti-human IgM, Peroxidase-konjugiert, 

Enzymsubstrat: Tetramethyl-Benzidin (TMB), 15 ml, gebrauchsfertig 

Stopplösung:  0,5 M H2SO4, 10 ml, gebrauchsfertig 

Streifen:  12 Streifen mit Vertiefungen, vorbeschichtet mit Rinder-Cardiolipin 

Vorgehen: 

Zu Beginn wurden Standards, Kontrollen und die auf 1:101 mit Probenpuffer vorverdünnten 

Proben zu je 100 µl in die Vertiefungen pipettiert. In den Proben vorhandene Cardiolipin-

Antikörper banden während der 30minütigen Inkubationszeit an das immobilisierte Antigen. 

Danach wurde die Lösung abgekippt und die überschüssigen Serumkomponenten wurden mit 

dreimal 300 µl Waschpuffer entfernt. 

In der folgenden Phase wurden je 100 µl der anti-IgM-Enzymkonjugatlösung in die Vertie-

fungen pipettiert. Die an das immobilisierte Antigen gebundenen Cardiolipin-Antikörper 
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wurden durch die zugegebenen anti-IgM-Antikörper spezifisch erkannt. Überschüssiges Kon-

jugat wurde durch einen weiteren Waschschritt entfernt. 

Daraufhin wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zugabe von 100 

µl pro Vertiefung der chromogenen TMB-Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die gebun-

dene Merrettichperoxidase das Substrat in ein blaues Produkt um. Nach 10 Minuten schlug 

die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 50 µl Stopplösung pro Vertiefung in Gelb 

um. Die gemessene opische Dichte bei einer Wellenlänge von 450 nm ist der Konzentration 

der Cardiolipin-Antikörper in den Proben direkt proportional. 

 

3.2.9.2 Bestimmung von Cardiolipin-Antikörpern der Klasse IgG  

Puffer und Lösungen: 

Standards: Cardiolipin IgG-Antikörper Standardlösungen, je 1 ml, gebrauchsfertig, 

in den Konzentrationen 0/ 4/ 8/ 20/ 50 /100 U/ml 

Positivkontrolle: 1 ml, gebrauchsfertig 

Negativkontrolle: 1 ml, gebrauchsfertig 

Waschpuffer: 50 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

1000 ml Endvolumen 

Probenpuffer:  20 ml Konzentrat, aufzufüllen mit Aqua bidest. auf  

100 ml Endvolumen 

Konjugat:  15 ml, anti-human IgG, Peroxidase-konjugiert, 

Enzymsubstrat: Tetramethyl-Benzidin (TMB), 15 ml, gebrauchsfertig 

Stopplösung:  0,5 M H2SO4, 10 ml, gebrauchsfertig 

Streifen:  12 Streifen mit Vertiefungen vorbeschichteten mit Rinder-Cardiolipin 

Vorgehen: 

Arbeitsschritte und Konzentrationen entsprachen denen der Bestimmung der Anticardiolipin-

Antikörper der Klasse IgM. 

 

3.2.10  Bestimmung von Autoantikörpern gegen Granulozyten-Cytoplasma 

(ANCA) 
Zur Bestimmung von Autoantikörpern gegen Granulozyten-Cytoplasma wurde ein kommer-

zieller indirekter Immunfluoreszenztest verwendet.  

Puffer und Lösungen: 

Extran MA 01 

Sekusept, 3%ig in Aqua dest. 
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Reagenzglasträger 

Phosphatpuffer 

Positivkontrolle 

Negativkontrolle 

Fluorescin (FITC)-konjugiertes anti-human IgG 

Verdünnungspuffer: 0,1% Tween 20 in PBS 

Evans-Blau 

Deckglas 

Eindeckmedium 

Vorgehen: 

Die Serumproben wurden 1:10 vorverdünnt und unverdünnt mit je 25 µl je Reaktionsfeld des 

Reagenzträgers pipettiert. Positive und negative Kontrollen wurden mitgeführt. Nach Auftrag 

des gesamten Testansatzes wurde der Objektträger in die Aussparungen des Reaktionsträgers 

gelegt. Dabei tauchten die Reagenzglasträger in die Tropfen ein und die Inkubation wurde 

gestartet. Nach einer 30 minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Objektträger 

ausgiebig mit Phosphatpuffer abgespült und anschließend für eine Minute in eine mit Phos-

phatpuffer gefüllte Küvette gestellt. 

Für die folgenden Schritte wurde der bereits gereinigte Reagenzglasträger mit 20 µl FITC-

konjugiertem Antiserum, verdünnt in Verdünnungspuffer, pro Reaktionsfeld bestückt. Der 

Objektträger wurde aus der Küvette genommen, um jeweils 5 sec. Rückseite und Unterkante 

mit einem Papiertuch zu trocknen, und wieder so in die Aussparungen des Reagenzglasträgers 

gelegt, daß die Gläser eintauchten. Die Inkubation erfolgte für 30 min. unter Lichtschutz. 

Anschließend wurde der Objektträger mit Phosphatpuffer gespült und 1 min. in eine Küvette 

mit frischem Phosphatpuffer gelegt. Zur Gegenfärbung wurden 10 Tropfen Evans-Blau auf 

150 µl Phosphatpuffer gegeben. 

Zuletzt wurden 10 µl Eindeckmedium je Feld auf ein Deckglas pipettiert. Der Objektträger 

wurde an der Rückseite und an allen vier Kanten mit einem Papiertuch getrocknet und mit 

den Reagenzglasträgern nach unten auf das Deckglas gegeben. Die Fluoreszenz wurde unter 

dem Mikroskop beurteilt. 

 

 

 

 

 



Methoden    31  
 

3.3 Funktionelle Gerinnungstests 
 
3.3.1 Kaolin Clotting Time-Index 
Zum Nachweis eines funktionell aktiven Lupus antikoagulans (LA) ist unter anderem der 

Kaolin Clotting Time (KCT) geeignet , , , , 104 105 106. Durch Kontakt der Plasmaprobe mit Kaolin 

wird die intrinsische Gerinnung aktiviert. 

Der KCT-Index stellt eine Modifikation dieses Tests dar, bei dem durch Zugabe von Nor-

malplasma ein evtl. zugrundeliegender Faktorenmangel ausgeschlossen werden kann. 

Der KCT-Index stellt ein geeignetes Testverfahren zum Nachweis eines LA mit hoher Sen-

sitivität und Spezifität dar. 

Puffer und Lösungen: 

Kaolin-Lösung: 0,2  g Kaolin 

 10 ml Deäthylbarbiturat-Acetat-Pufferlösung 

CaCl-Lösung: 0,025 m/mol Calciumchlorid-Lösung 

Vorgehen: 

Jeweils 100 µl Normalplasma (NP), Patientenplasma und eine 1:2-Mischung aus beiden wur-

den für 3 min. mit 100 µl der Kaolin-Lösung im KC 10 bei 37°C vorinkubiert. Anschließend 

wurden 100 µl der CaCl-Lösung zugegeben und die Gerinnungszeit automatisch gemessen.  

Die Ermittlung der KCT-Index erfolgte nach der Formel: 

100
)(

)()2:1(
∗

−
lasmaPatientenpKCT

NPKCTMischungKCT  

Anhand von 100 Proben gesunder Blutspender wurde der 2S-Bereich ermittelt. Proben mit 

einem Index von über 21 galten als pathologisch. 
 

3.3.2 Russell Viper Venom-Test (RVV-Test) 
Auch der RVV-Test ist ein gängiges funktionelles Nachweisverfahren in der Diagnostik des 

Lupus antikoagulans, . Durch das Gift der Schlange „Vipera russelli“ wird der Faktor X direkt 

aktiviert. In Anwesenheit von Lupus antikoagulans-Antikörpern wird die folgende Phospholi-

pid-abhängige Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin gehemmt. Es resultiert eine verlän-

gerte Gerinnungszeit. 

In einem Bestätigungstest wird die verlängerte Gerinnungszeit durch Zugabe von 

Phospholipiden zu dem Testansatz wieder aufgehoben. 

Puffer und Lösungen: 

RVV-Test der Firma American Diagnostica 
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RVV-Konfirm-Test der Firma American Diagnostica 

Normalplasma 

Pathologische Kontrolle 

Aqua dest. 

Vorgehen: 

Das RVV-Reagenz wurde in zwei Ansätzen mit 0,2 und 0,5 ml Aqua dest. gelöst und 20 

Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 

n. 

Als Untersuchungsmaterial wurde tiefgefrorenes plättchenarmes Citratplasma verwendet, 

das nicht länger als zwei Wochen bei -20°C tiefgefrorenes wurde. Tiefgefrorenes Plasma 

wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und nach dem Auftauen sofort verwendet. 

Der Thrombolyzer wurde laut Gerätebedienung mit den Lösungen und Proben in Doppel-

werten bestückt und die Messung automatisch vorgenommen. 

Die Bestimmung des RVV-Confirm erfolgte, wenn der RVV-Test größer als 36 sec. war. 

Dieser Grenzwert basiert auf dem anhand von 100 gesunden Blutspendern ermittelten 2S-

Bereich.  Die Auswertung erfolgte dann über die Ratio: Ratio= RVV (sec.)/RVV-Confirm 

(sec.). Bei einer Ratio größer als 1,2 mußte der Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus 

antikoagulans gestellt werde

 

3.4 Statistische Auswertung 
 
3.4.1 Intra- und Interassayvarianz 

Um die Güte der entwickelten ELISAs zu überprüfen, wurden die Variationskoeffizienten von 

Intra- und Interassayvarianz bestimmt. Für die Ermittlung der Interassayvarianz wurden an 

drei aufeinanderfolgenden Tagen Plasmaproben mit unterschiedlich hohen Antikörpertitern 

unter möglichst gleichen Bedingungen getestet. Zur Überprüfung der Intraassayvarianz wurde 

eine Probe in mehrfachen Doppelwerten auf einer ELISA-Platte aufgetragen. 

 

3.4.2 Deskriptive und analytische Auswertung 
Die deskriptive und analytische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte computergestützt 

mit dem Programm SPSS 10.1 für Windows, das hierzu freundlicherweise vom Institut für 

medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Verfügung gestellt wurde. 
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Test-Entwicklung 
 
4.1.1 Entwicklung eines HUVE-Zell-Lysat-ELISA zur Quantifizierung anti-

endothelialer Antikörper der Klasse IgG (Lysat-IgG) 
4.1.1.1 Lysat-Gewinnung 

Um die Lysat-Gewinnung aus humanen umbilikal venösen endothelialen Zellen (HUVE-

Zellen) zu optimieren, wurden drei unterschiedlich erstellte Lysate im ELISA auf endo-

thelspezifische Bestandteile überprüft. Hierzu wurden zwei 90er Kulturschalen mit HUVE-

Zellen der 1. Passage nach dem Lösen vom Substrat und Abzentrifugieren resuspendiert und 

in 2 ml Extraktionspuffer aufgenommen, schockgefroren und anschließend bei 37°C 10 Minu-

ten aufgetaut, dann weitere 10 Minuten bei 4°C und 180 g abzentrifugiert. Der Überstand 

(Lysat 1) wurde im Verhältnis 1:2 mit Beschichtungspuffer verdünnt, mit 100 µl pro Vertie-

fung auf eine ELISA-Platte aufgetragen und eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

Alternativ wurden zwei 90er Kulturschalen mit HUVE-Zellen der 1. Passage (Lysat 2) und 12 

90er Kulturschalen mit HUVE-Zellen der 1. Passage (Lysat 3) in 2 ml Extraktionspuffer auf-

genommen und das Suspendat sonifiziert. Die sonifizierten Extrakte wurden ebenfalls im 

Verhältnis 1:2 mit Beschichtungspuffer verdünnt, mit 100 µl pro Vertiefung auf eine ELISA-

Platte aufgetragen und eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Um den Nachweis von 

Endothelzellbestandteilen im Lysat zu erbringen, wurden Antikörper, die gegen charakteristi-

sche bzw. spezifische Endothelzell-Antigene gerichtet sind, auf das Lysat aufgetragen. Hierzu 

wurden vierfach die Vertiefungen einer ELISA-Platte mit je einem murinen Antikörper, ge-

gen platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), von Willebrand-Faktor (vWF) 

und Vimentin, in den Verdünnungen 1:100 inkubiert107.  

Zum Nachweis der drei genannten Antikörper murinen Urspungs wurde ein Peroxidase-

konjugierter Detektionsantikörper von der Ziege verwendet, der spezifisch an das Mausanti-

gen bindet. Er wurde in der Verdünnung 1:1.000 eingesetzt, mit 100 µl pro Vertiefung aufge-

tragen und unter Lichtschutz bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Überschüssi-

ges Konjugat wurde nach einer Stunde durch einen erneuten Waschschritt entfernt.  

In der folgenden Phase wurden die gebildeten Antikörper-Sandwich-Komplexe durch Zu-

gabe von 100 µl pro Vertiefung der chromogenen Substratlösung angefärbt. Dabei setzte die 

gebundene Merrettichperoxidase das Substrat in ein gelbes Produkt um. Nach 15 Minuten 

schlug die Farbe durch Stoppen der Enzymreaktion mit 50 µl Stopplösung pro Vertiefung in 
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Braun um. Die gemessene optische Dichte bei einer Wellenlänge von 492 nm war der Kon-

zentration der drei eingesetzen Endothelzell-typischen Primärantikörper direkt proportional. 

In den Lysaten 1 und 2 ließen sich die genannten Endothelzellbestandteile nachweisen, in 

Lysat 3 jedoch, gemessen an der optischen Dichte, in relativ höherer Konzentration (siehe 

Abbildung 6). Der Herstellungsgang des Lysats 3 wurde für alle weiteren Versuche über-

nommen. 
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Abbildung 6: Nachweis von spezifischen und charakteristischen Antigenen des Endothel. Um den Nach-
weis von Endothelzellbestandteilen in den Lysaten 1, 2 und 3 zu erbringen, wurden diese an eine ELISA-Platte 
gekoppelt und mit murinen Antikörpern gegen platelet endothelial cell adhesion molecule-1  (PECAM-1), von 
Willebrand-Faktor (vWF) und Vimentin inkubiert. Die anschließende Detektion der Antikörper erfolgte mit 
einem Peroxidase-markierten Ziege-anti-Maus-Antikörper. Der Substratumsatz wurde photometrisch nach 15 
min. im ELISA-Reader gemessen. 

 

4.1.1.2 Beschichtungskonzentration 

Um die optimale Beschichtungskonzentration festzulegen, wurden unterschiedliche Konzent-

rationen des HUVE-Zell-Lysats und jeweils eine Pufferkontrolle (Leerwert) in die Vertiefun-

gen einer ELISA-Platte pipettiert. Nach Inkubation mit dem Maus-anti-vWF (1:100) wurde 

wieder mit dem Peroxidase-markierten Ziege-anti-Maus-Antikörper (1:1.000) detektiert. Auf-

grund der erreichten Extinktionen (siehe Abbildung 7) und in Anbetracht der aufwendigen 

Materialgewinnung wurde die Beschichtungskonzentration von 1:100 für alle folgenden Ver-

suche gewählt. 
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Abbildung 7: Vergleich verschiedener Beschichtungskonzentrationen mit HUVE-Zell-Lysat. Zur Ermitt-
lung einer geeigneten Beschichtungskonzentration des Lsyats wurde dieses in verschiedenen Verdünnungsstufen 
(1:2 bis 1:100 ) an die Vertiefungen einer ELISA-Platte gekoppelt und mit einem murinen anti-vWF-Antikörper 
inkubiert. Mit einem Peroxidase-konjugierten anti-Maus-Antikörper von der Ziege wurde der Primärantikörper 
nachgewiesen. Anschließend wurde der Substratumsatz optisch gemessen. 

 

4.1.1.3 Überprüfung auf DNA-Rückstände im HUVE-Zell-Lysat 

Für die Fragestellung der Arbeit war es wichtig auszuschließen, daß die Bindung von Anti-

körpern aus Patientenplasmen nicht auf einer Bindung an DNA-Bestandteile im HUVE-Zell-

Lysat beruht, sondern endothelzellspezifisch erfolgt. Aus diesem Grund wurde eine ELISA-

Platte mit HUVE-Zell-Lysat beschichtet und mit Milchpulver geblockt. Es wurden zwei An-

sätze eines human anti-human Einzel (ss)- und Doppelstrang (ds)-DNA-Antikörpers zur In-

kubation mit dem HUVE-Zell-Lysat vorbereitet. Ein Ansatz wurde in der Vorstellung, daß 

spezifische Bindungsstellen des Antikörpers so blockiert würden, mit humaner dsDNA präin-

kubiert. Dabei wurde die DNA im Überschuß zur Konzentration des human-anti-human Ein-

zel (ss)- und Doppelstrang (ds)-DNA-Antikörper eine Stunde vor dem Auftragen des Ansat-

zes im ELISA hinzugegeben. Der zweite Ansatz enthielt die gleiche Antikörperkonzentration 

und wurde zur gleichen Zeit angesezt. Es wurde jedoch keine dsDNA hinzugegeben. Nach 

Ablauf einer Stunde wurden beide Ansätze in absteigenden Antikörper-Konzentrationen auf-

getragen. Nach zweistündiger Inkubation der ELISA-Platte wurde der human-anti-human 

Einzel (ss)- und Doppelstrang (ds)-DNA-Antikörper mit einem Peroxidase-konjugierten Zie-

ge-anti-human IgG-Antikörper (1:1.000) detektiert. Die Entwicklung erfolgte mit OPD-
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Substrat für 15 Minuten. Da die gemessene Extinktion des zuvor mit dsDNA geblockten An-

tikörpers mit der des ungeblockten nahezu identisch ist, muß eine unspezifische Bindung des 

human anti-human Einzel (ss)- und Doppelstrang (ds)-DNA-Antikörpers an das HUVE-Zell-

Lysat stattgefunden haben (siehe Abbildung 8). Folglich ist das Lysat frei von DNA-

Bestandteilen. 
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Abbildung 8: ELISA zum Nachweis von DNA-Bestandteilen im HUVE-Zell-Lysat. Zur Überprüfung des 
ysats auf DNA-Bestandteile wurde ein Lysat-beschichteter ELISA mit einem human-anti-human Doppelstrang 
s) und Einzelstrang (ss)-DNA-Antikörper inkubiert. Dabei wurde eine Antikörperlösung zuvor mit humaner 

urden mit einem Ziege anti-human-IgG-Antikörper detektiert. Der Sub-
eide Testansätze zeigen fast identische optische Dichten.  

ls 

es Plasmas 5.000 Einhei-

lial rierplasma wurde in den Konzentrati-

/ 100/ 50 0/ 5 U/ml in jedem Test mitgeführt. Normalplasmen wurden in 

g 1:10 i ISA eingesetzt. Die Verdünnung der pathologischen Plasmen 

urde in vier Stufen (1:50, 1:100, 1:500 und 1:1.000) so gewählt, daß eine Erfassung inner-

halb der Kalibriergerade gewährleistet war. Die Extinktionen der getesteten Plasmen wurden 

anhand der Kalibriergeraden, die in jedem Test mitgeführt wurde, ausgewertet. 

 

L
(d
dsDNS präinkubiert. Beide Ansätze w
stratumsatz wurde photometrisch gemessen. B

 

4.1.1.4 Kalibriergerade und Plasmaverdünnungen 

Um die im ELISA gemessenen Extinktionen quantifizieren zu können, wurde Plasma von 

einem Patienten mit einer bioptisch gesicherten Vaskulitis vom Typ Morbus Takayasu a

Kalibrierplasma verwendet. Es wurde festgelegt, dass ein Milliliter d

ten (U) antidendothe er Antikörper enthält. Das Kalib

onen 500/ 250 / 25/ 1

der Verdünnun m EL

w



Ergebnisse    37  
 
4.1.1.5 Varianz-Bestimmung 

nd Interassayvarianz wurden zum Zwecke der Validierung anhand vIntra- u on Normalplas-

aben sich die in Tabelle 2 aufgeführten Varianzkoeffizienten (VK) der men überprüft. Es erg

Interassayvarianz. Für die Intraassayvarianz ergab sich beim Auftrag von acht Doppelwerten 

ein Variationskoeffizient von 3,6% bei einer mittleren Plasmakonzentration von 153 U/ml. 

Tabelle 2: Interassayvarianzen des HUVE-Zell-Lysat-ELISAs für IgG (n=3). 
Mittelwert (U/ml) Interassayvarianz (VK in %) 

 109 35,5 

 323  27,6 

 

4.1.2 Entwicklung eines zellulären HUVE-Zell-ELISA zur Quantifizierung  

lialer C

V sollte ima ün es D nsa ers lt wer-

in ersuc n z lierung dieses ELISA wurden die HUVE-Zellen 

 p rtiefun esä r w ie Z  m

 be teten -Pla urd s K rge ufg , inku-

 v denen ntr  eines Peroxidase-konjugierten Ziege anti-human 

ikö tektie elle die  ge e op Dic der. 

d k ze im Test HUVEC-IgG a r optischen Dichte 
D). 

antiendothe  Antikörper der Klasse IgG (HUVE -IgG) 
4.1.2.1 Detektion 

Im weiteren erlauf die opt le Verd nung d etektio ntikörp  ermitte

den. Zu Beg n der V hsreihe ur Etab

zu je 20.000 ro Ve g ausg t, späte urde d ellzahl odifiziert (siehe 4.1.2.3). 

Auf die so schich ELISA tten w en sech alibrie raden a etragen

biert und mit erschie  Konze ationen

IgG Fc-Ant rper de rt. Tab  3 gibt  jeweils messen tische hte wie

Tabelle 3: Vergleich verschie ener Dete tionsansät nhand de
(O

Detektions-Ansatz 1:50.000 1:10.000 1:5.000 1:2.000 1:1.000 1:500 

OD bei 100 U/ml 0,034 0,109 0,180 0,330 0,578 0,895 

OD bei  50 U/ml 0,031 0,077 0,138 0,273 0,488 0,752 

OD bei 25 U/ml 0,028 0,051 0,089 0,206 0,368 0,569 

OD bei 10 U/ml 0,023 0,036 0,062 0,100 0,172 0,314 

OD bei 5 U/ml 0,019 0,029 0,048 0,072 0,128 0,193 

OD bei 2,5 U/ml 0,018 0,028 0,041 0,055 0,101 0,141 

OD bei 1 U/ml 0,230 0,028 0,038 0,043 0,077 0,116 

Bestimmtheitsmaß (R2) 0,8016 0,9868 0,9592 0,8783 0,8688 0,8636 

 

Die linearste Steigung der Kalibriergeraden, wiedergegeben durch das Bestimmtheitsmaß, 

war mit einer Verdünnung von 1:10.000 des eines Peroxidase-konjugierten Ziege-anti-human 
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IgG Fc-Antikörper zu er  3). Aufgrund der höheren optischen Dichten 

 dün 500 f weiteren Versuche gewählt. 

w ssub

l near  Kal raden noch zu verbessern, wurde eine Verdün-

de brier s doppelt auf einer ELISA-Platte auftragen. Bei den unter 

i n g n Ve ngsreihen wurde eine mit dem Substrat 2.2´-

-ät nzth ulfon (ABTS) entwickelt und zu verschiedenen Zeit-

nder D-Substrat entwickelt und abgestoppt wurde. 

abelle 4: Vergleich verschiedener Entwicklungsmodi im Test HUVEC-IgG anhand der optischen Dichte 
D). 

reichen (siehe Tabelle

wurde jedoch die Ver nung 1: ür alle 

 

4.1.2.2 Ent icklung strat 

Mit dem Zie  die Li ität der ibrierge

nungsreihe s Kali plasma

gleichen Bed ngunge eführte rdünnu

Azino-di-[3 hyl-be iazolins at (6)] 

punkten gemessen, während die a e mit OP

T
(O

Entwicklung ABTS 50´ OPD 5´ 

OD bei 100 U/ml 0,724 0,895 

OD bei  50 U/ml 0,619 0,752 

OD bei 25 U/ml 0,430 0,569 

OD bei 10 U/ml 0,282 0,314 

OD bei 5 U/ml 0,203 0,193 

OD bei 2,5 U/ml 0,156 0,141 

OD bei 1 U/ml 0,131 0,166 

Betimmtheitsmaß (R2) 0,8889 0,8636 

 

Die ABTS-Entwicklung zeigte keine wesentliche Verbesserung der Korrelation zwischen den 

im Test eingesetzten Einheiten und der gemessenen optischen Dichte. Die Extinktionen waren 

auch nach 50minütiger Entwicklung geringer als bei 5minütiger OPD-Entwicklung (siehe 

alten. 

 

Standardisierun  t für den zellulären 

u egt s w v d ll p r HUVE-Zellen pro 

in SA-P u u h a i  geblockt. Zu jeder 

d Kalib a e u h t  einem Peroxidase-

n Z nti-h g n r ) i e Tabelle 5). Auf-

Tabelle 4). Da der Nachweis über den ABTS-Substratumsatz zudem weniger spezifisch ist, 

wurde die OPD-Entwicklung beibeh

4.1.2.3 Zellzahl 

Um eine g des Tests zu erreichen, muß e die Zellzahl 

ELISA gena festgel ein. Es urden erschie ene Ze zahlen rimäre

Vertiefung e er ELI latte a sgesät nd nac  drei T gen fix ert und

Zellzahl wur e eine rierger de aufg tragen nd nac  Inkuba ion mit

konjugierte iege-a uman I G Fc-A tikörpe  (1:500  detekt ert (sieh
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grund der nahezu linearen n g b 0 -Zellen/Vertiefung 

 Z  für z g . 

ixi wurd n m luenz in jeder Ver-

abelle 5: Vergleich der Beschichtung mit verschiedenen Zellzahlen im Test HUVEC-IgG anhand der 

 Steigu g der Kalibrier eraden ei 7.50  HUVE

wurde diese ellzahl ukünfti e Versuche beibehalten

Vor jeder F erung e das typische Kopfstei pflaster uster der Konf

tiefung mikroskopisch kontrolliert. 

T
optischen Dichte (OD). 

Zellzahl 20.000 15.000 10.000 7.500 5.000 2.500 

OD bei  50 U/ml 0,647 0,818 0,568 0,735 0,609 0,371 

OD bei 25 U/ml 0,403 0,413 0,337 0,381 0,383 0,207 

OD bei 10 U/ml 0,235 0,246 0,188 0,158 0,166 0,119 

OD bei 5 U/ml 0,141 0,139 0,168 0,106 0,097 0,076 

OD bei 2,5 U/ml 0,122 0,166 0,099 0,091 0,072 0,045 

OD bei 1 U/ml 0,076 0,071 0,066 0,056 0,041 0,026 

OD bei 0 U/ml 0,052 0,046 0,041 0,029 0,019 0,010 

Bestimmtheitsmaß (R2) 0,9862 0,9949 0,9822 0,9979 0,9883 0,9891 

 

mung 

nd Interassayvarianz wurden zum Zwecke der Validierung an

4.1.2.4 Varianz-Bestim

Intra- u hand von Normalplas-

abelle 6 aufgeführten Varianzkoeffizienten (VK) der 

abelle 6: Interassayvarianzen des zellulären HUVE-Zell-ELISAs für IgG (n=3). 
Interassayvarianz (VK in %) 

men überprüft. Es ergaben sich die in T

Interassayvarianz. Bei Auftrag von acht Doppelwerten ergab sich eine Intraassayvarianz von 

4,7% bei einer mittleren Plasmakonzentration von 136 U/ml. 

T

Mittelwert (U/ml) 

165 18,0 

248 10,5 

 

4.1.3 Entwicklung eines HUVE-Zell-Lysat-ELISA zur Quantifizierung anti-

endothelialer Antikörper der Klasse IgM (Lysat-IgM) 
4.1.3.1 Beschichtungskonzentration 

Um die Durchführung der HUVE-Zell-Lysat-ELISAs auf einer Platte zu gewährleisten, wur-

erung antiendothelialer 

e IgG mme

den die Bedingungen vom HUVE-Zell-Lysat-ELISA zur Quantifizi

Antikörper der Klass überno n. 
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4.1.3.2 Detektion 

Im Folgende  sollte n die op Kon ion d ektionsantikörpers ermittelt werden. 

en er EL tte m  Kalibriergeraden aufgetragen und mit verschie-

e nen e ero an IgM Fc 5µ-

 de t. Die klun PD at war für alle Ansätze identisch. Es 

 d belle stel ischen Dichten. Zugunsten der Steilheit der Ka-

 s g  K n (r) eine Verdünnung des Detekti-

nsantikörpers von 1:500 gewählt. 

etektionsansätze für den Test Lysat-IgM. 

timale zentrat es Det

Dazu wurd auf ein ISA-Pla ehrere

denen Konz ntratio ines P xidase-konjugierten Ziege-anti-hum

Antikörpers tektier  Entwic g mit O -Substr

zeigten sich ie in Ta  7 darge lten opt

libriergeraden wurde trotz der etwa eringeren orrelatio

o

Tabelle 7: Vergleich verschiedener D

Detektions-Ansatz 1:500 1:1.000 1:2.000 

OD bei  50 U/ml 0,851 0,668 0,458 

OD bei 25 U/ml 0,589 0,429 0,286 

OD bei 10 U/ml 0,280 0,208 0,139 

OD bei 5 U/ml 0,172 0,118 0,080 

OD bei 2,5 U/ml 0,099 0,068 0,047 

OD bei 1 U/ml 6 0,038 0,025 0,05

OD bei 0 U/ml 0 0,011 0,007 0,02

Bestimmtheitsmaß (R2) 0,9686 0,9819 0,9862 

 

4.1.3.3 Varianz-Bestimmung 

tra- und Interassayvarianz wurden zum Zwecke der Validierung anhand von Normalplas-

Interas sayvarianz von 

eren Plasmakonzentration von 167 U/ml. 

In

men überprüft. Es ergaben sich die in Tabelle 8 aufgeführten Varianzkoeffizienten (VK) der 

sayvarianz. Bei Auftrag von acht Doppelwerten ergab sich eine Intraas

2,2% bei einer mittl

Tabelle 8: Interassayvarianzen des HUVE-Zell-Lyast-ELISAs für IgM (n=3). 
 Mittelwert (U/ml) Interassayvarianz (VK in %) 

 148 18,7 

 

 257 14,5 
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4.1.4 Entwicklung eines zellulären HUVE-Zellen-ELISA zur Quantifizierung 

lialer p las (H gM) 

h rkeit d s au ELISA-Platte zu gewährleisten, wurde die Zell-

ll HUV n-EL ur Quantifizierung antiendothelialer Antikörper 

G omme

tim tikörp entr r di tion itteln, wurden mehrere 

Pla etragen und m iedenen Ansätzen des 

eroxidase-konjugierten Ziege-anti-human IgM Fc 5µ-Antikörpers inkubiert (siehe Tabelle 

antiendothe  Antikör er der K se IgM UVEC-I
4.1.4.1 Zellzahl 

Um die Durc führba er Test f einer 

zahl vom ze ulären E-Zelle ISA z

der Klasse Ig  übern n. 

 

4.1.4.2 Detektion 

Um die op ale An erkonz ation fü e Detek  zu erm

Kalibriergeraden auf eine ELISA- tte aufg it versch

P

9). 

Tabelle 9: Vergleich verschiedener Detektionsansätze im Test HUVEC-IgM. 

Detektions-Ansatz 1:1.000 1:2.000 1:5.000 1:10.000 

OD bei 100 U/ml 1,034 0,781 0,373 0,238 

OD bei  50 U/ml 0,752 0,570 0,305 0,177 

OD bei 25 U/ml 0,490 0,390 0,212 0,135 

OD bei 10 U/ml 0,305 0,239 0,127 0,084 

OD bei 5 U/ml 0,190 0,166 0,094 0,060 

OD bei 2,5 U/ml 0,115 0,105 0,072 0,053 

OD bei 1 U/ml 0,066 0,055 0,043 0,040 

Bestimmtheitsmaß (R2) 0,9406 0,9356 0,9004 0,9366 

 

Da bei einer Detektion mit der Verdünnung 1:1.000 des verwendeten Antikörpers die Kalib-

it der größten Korrelation (r) und Steilheit erreicht wurde, wurde diese Verdün-

 b lten. E tere ng w

d spuffe

lich ien, e imm aß von 0,9406 noch zu verbessern, wurde ver-

e tina urch Zusatz von Maltose zu verringern. Hierzu 

urde das Kalibrierplasma mit Puffern verschiedener Maltose-Konzentrationen verdünnt und 

riergerade m

nung vorerst eibeha ine spä Änderu ird im folgenden Abschnitt erläutert. 

 

4.1.4.3 Ver ünnung r 

Da es mög  ersch in Best theitsm

sucht, eventuelle Antikörp r-Agglu tionen d

w

auf eine Platte aufgetragen. Auch der Detektionsantikörper wurde mit den entsprechenden 

Maltose-haltigen Puffern 1:1.000 verdünnt. Wie aus Tabelle 10 ersichtlich, wurde mit einem 

Zusatz von 10% Maltose eine bessere Korrelation als zuvor erzielt. 
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Tabelle 10: Vergleich verschiedener Maltose-haltiger Verdünnungspuffer im HUVEC-IgM. 

Maltosezusatz 5% 10% 20% 

OD bei 100 U/ml 0,765 0,549 0,317 

OD bei  50 U/ml 0,497 0,313 0,207 

OD bei 25 U/ml 0,361 0,220 0,135 

OD bei 10 U/ml 0,198 0,152 0,074 

OD bei 5 U/ml 0,121 0,082 0,046 

Bestimmtheitsmaß (R2) 0,9704 0,9888 0,9787 

 

Leider wurde durch den Zusatz von Maltose die optische Dichte jedoch so drastisch verrin-

schien s Detektionsantikörpers zu wählen. 

So war m  Verdünnun rten Ziege-anti-human IgM Fc 5µ-

atz Dichte von 0,854 bei 50 U/ml und 

in Bestimmtheitsmaß von 0,9774 zu erreichen. Dieser Modus wurde für weitere Bestimmun-

 

gert, daß es nötig er , eine stärkere Konzentration de

it der g 1:500 des Peroxidase-konjugie

Antikörpers unter Zus von 10% Maltose eine optische 

e

gen beibehalten. 

4.1.4.4 Varianz-Bestimmung 

Intra- und Interassayvarianz wurden zum Zwecke der Validierung anhand von Normalplas-

men überprüft. Es ergaben sich die in Tabelle 11 aufgeführten Varianzkoeffizienten (VK)der 

Interassayvarianz. Bei Auftrag von neun Doppelwerten ergab sich eine Intraassayvarianz von 

5,1% bei einer mittleren Plasmakonzentration von 116 U/ml. 

Tabelle 11: Interassayvarianzen des zellulären HUVE-Zell-ELISAs für IgM (n=3). 
Mittelwert (U/ml) Interassayvarianz (VK in %) 

145  20,2 

 1107  27,5 

 

4.1.5 Entwicklung eines ELISA zur Quantifizierung der Gesamtkonzentration 

von IgM in humanem Plasma (IgM-ELISA) 
4.1.5.1 Plattenbeschichtung und Detektion 

r- und Detektionsantikörper, bei 

d nen die spe ifische Reaktio ch und die unspezifische möglichst gering sein 

sollte, durch Schachbrettitration ermittelt. Hierzu wurde eine Maxisorb-ELISA-Platte mit 

verschiedenen Konzentrationen eines Maus-ant  ti  s it einer 

Pufferkontrolle beschichtet. Inkubiert wurde mit m lp

Zunächst wurden die optimalen Konzentrationen für Fänge

e z n möglichst ho

i-human IgM-An körpers owie m

humane  Norma lasma (NP) in einer Ver-
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d nnung von ur Erk nn sp e re n ge  Antikör-

p ina de jewei le n ff e (L getragen. 

Die Detektion erfolgte mit v de onzentrationen eines Peroxidase-konjugierten 

-an s  1 h gab sich 

alplasma und Leerwert bei den Kon-

ü  1:50. Z e ung un ezifisch r Kreuz aktione der ein setzten

er untere nder wur ls paral l Verdü nungspu er als L erwert W) auf

erschie nen K

Kaninchen ti-human IgM Fc 5µ-Antikörpers. Wie au Tabelle 2 ersic tlich, er

hierbei die größte relative Differenz zwischen Norm

zentrationen 1:500 für den Beschichtungsantikörper und 1:1.000 für den Detektionsanti-

körper. 

Tabelle 12: Schachbrettitration zur Entwicklung eines IgM-ELISA. 

  Beschichtung 
Detektion Probenauftrag 1:500 1:1.000 1:2.000 1:5.000 1:10.000 Puffer 

Plasma 1,454 1,186 1,045 0,624 0,432 0,284 
1:500 Puffer 0,036 0,035 0,030 0,029 0,031 0,026 

Plasma 1,324 0,842 0,681 0,375 0,265 0,190 
1:1.000 Puffer 0,016 0,009 0,011 0,012 0,010 0,013 

Plasma 0,928 0,531 0,454 0,235 0,167 0,112 
1:2.000 Puffer 0,008 0,007 0,007 0,007 0,007 0,016 

Plasma 0,501 0,280 0,231 0,124 0,084 0,063 
1:5.000 Puffer op

tis
ch

e 
D

ic
ht

e 

0,008 0,045 0,007 0,006 0,007 0,009 
 

4.1.5.2 Kalibriergerade und Verdünnungspuffer 

Zur Festlegung einer Kalibriergeraden mußten diejenigen Konzentrationen an IgM ermittelt 

werden, bei denen die Extinktion linear zur eingesetzten Menge an IgM ansteigt. Dies ge-

schah durch Verdünnung eines kommerziellen Standards mit bekannter IgM-Konzentration. 

Um Antikörperagglutinationen zu verringern, wurden dem Verdünnungspuffer (0,1% Tween 

20/ 0,1% Milchpulver/ PBS 1x) verschiedene Konzentrationen Maltose zugesetzt und diejeni-

ge mit der günstigsten Auswirkung auf die Kalibriergerade unter ihnen ermittelt. 
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Abbildung 9: IgM-Kalibriergeraden mit verschiedenen Maltose-haltigen Verdünnungspuffern. Um eine 
optimale Steigung der Kalibriergeraden zu ermitteln wurden den Verdünnungspuffern des Kalibrierplasmas 
jeweils 5%, 10% und 20% Maltose zugesetzt. Die Kalibriergeraden wurden auf eine ELISA-Platte aufgetragen 
und den gleichen Arbeitsschritten unterzogen. Es unterschied sich lediglich der Maltosegehalt der eingesetzten 
Puffer. 

 

Wie aus Abbildung 9 ersichtlich, liegt der gesuchte lineare Kurvenabschnitt der Kalibrierge-

um Verdünnungspuffer. 

 aufgeführten Varianzkoeffizienten (VK) der 

varianz von 

,7% bei einer mittleren Plasm konzentration von 7,931 mg/m

n=3). 
Mittelwert (mg/ml) Interassayvarianz (VK in %) 

raden zwischen 0,03 und 3 µg IgM/ml bei Zusatz von 5% Maltose z

Nach Einsatz von gepooltem Normalplasma unter den zuvor genannten Bedingungen, wurde 

eine Verdünnungsstufe von 1:2.000 für alle einzusetzenden Plasmaproben ermittelt. 

 

4.1.5.3 Varianz-Bestimmung 

Intra- und Interassayvarianz wurden zum Zwecke der Validierung anhand von Normalplas-

men überprüft. Es ergaben sich die in Tabelle 13

Interassayvarianz. Bei Auftrag von acht Doppelwerten ergab sich eine Intraassay

7 a l. 

Tabelle 13: Interassayvarianz des IgM-ELISA (

 0,123  5,9 

 0,829  13,2 
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4.2 Normalwerte 

Anhand von gesunden Blutspe erck nik wur  Normalwerte für die 

ntwickelten ELISAs zum Nachweis von antiendothelialen Antikörpern (AECA) erstellt. 

Hierzu wurden 56 Plasmaproben von 43 Männern und 13 Frauen im Alter zwischen 19 und 

nd Frauen aufzudecken, wurde der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whit-

ey angewendet. Tabelle 14 gibt die Irrtumswahrscheinlichkeiten (p) für die Annahme der 

Bindung zwischen Männern und 

.

 
ndern der K hoff-Kli den nun

e

66 Jahren (mittleres Alter 39 Jahre) getestet. Zusätzlich wurden der IgM- und IgG-Gehalt der 

Proben bestimmt. 

 

4.2.1 Korrelation zwischen AECA-Titer und Geschlecht 
Häufig gibt es bei biologischen Parametern geschlechtsspezifische Unterschiede. Um einen 

solchen Unterschied in der Menge an HUVE-Zellen bindenden Antikörpern (AECA) zwi-

schen Männern u

n

Nullhypothese (H0=: es gibt keinen Unterschied der AECA-

Frauen) in den einzelnen Testverfahren wieder. 

Tabelle 14: Verteilung der AECA-Titer nach Geschlecht (n=56; m=männlich, w=weiblich). 
  Mittelwert Standardabw. Irrtumswahrs

n=43 (m) 96,62 53,80 cHUVEC-IgM [U/ml] 

n=13 (w) 119,29 53,39 

p=0,1429 

n=4 241, 0 3 (m) 65 156,7cHUVEC-IgG  

n=13 (w) 275, 129,41 

[U/ml] 

89 

p=0,3416 

n=43 (m) 70,63 41,51 HUVEC-Lysat-IgM [U

n=13 (w) 85,08 49,86 

16 /ml] p=0,35

n=43 (m 286,71 416,10 ) HUVE Lysat-IgG [U l] =0,3271 C- /m

n=13 (w) 355,14 796,46 

p
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Abbildung 10: Verteilung der AECA-IgM-Titer bei den Geschlechtern im HUVEC-Lysat-IgM. Die 
AECA-IgM-Titer von 43 männlichen und 13 weiblichen gesunden Blutspendern wurden im HUVE-Zell-Lysat-
ELISA bestimmt. Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney ergab hier unter den verschiedenen Testver-
fahren die größte Irrtumswahrscheinlichkeit für die Annahme der Nullhypothese mit p=0,3516. 

 
Nennenswerte geschlechtsspezifische Unterschiede der AECA-Titer sind nicht wahrschein-

lich, wie Abbildung 10 noch verdeutlichen soll. Die kompletten Abbildungen zu geschlechts-

pezifischen Unterschieden sind im Anhang zu finden (Abbildung 30, Abbildung 31 und 

IgM IgG 

s

Abbildung 32). 

 

4.2.2 Korrelation zwischen AECA-Titer und Alter 
Es sollte auch ein Zusammenhang zwischen Alter und AECA-Titer anhand des Spearman 

Korrelationskoeffizienten überprüft werden. Tabelle 15 gibt die gefundenen Korrelationen 

mit Irrtumswahrscheinlichkeiten (p) für die Annahme der Nullhypothese (H0: es besteht 

kein Zusammenhang zwischen Alter und AECA-Titer) wieder: 

Tabelle 15: Korrelation zwischen AECA-Titer und Alter nach Spearman. 
 cHUVEC-

IgM 

cHUVEC-

IgG 

HUVEC-Lysat- HUVEC-Lysat-

Koeffizient -0,2619 0,0424 -0,3087 -0,1409 

p 0,051 0,757 0,021 0,300 

Alter 

 

 N 56 56 56 56 
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Die einzige signifikante Korrelation, wies auf mit dem Alter abnehmende AECA-Titer ge-

messen im HUVE-Zell-Lysat-IgM hin. Dieser Zusammenhang ist jedoch sehr schwach, wie 

auch die zugehörige Abbildung 11 zeigt. Es erscheint nicht notwendig, altersspezifische 

AECA-Titer zu erheben. 

 

Alter [Jahre]
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Weitere Abbildungen zur Abhängigkeit der AECA-Bindung zum Alter finden sich im An-

n -Pla nzentration  
Korrelationen zwischen den AECA-IgG-Titern und der IgG-Plasmakonzentration sollten  

überprüft wurden  Nor men statistischen Tests 

unterzogen. In der Auswertung nach Pearson zeigte sich weder eine Korrelation der Gesamt-

Lysa =0,526) noch im cHU-

VEC-IgG (p=0,166). Auch die Auswertung nach Spearman zeigte keine Korrelation zwischen 

der Gesa an Ig ECA- im HUVEC-Lysat-IgG 

(p=0,232), jedoch zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen AECA-Titer und IgG-

Abbildung 11: Korrelation zwischen Alter und AECA-IgM-Titer gemessen im HUVEC-Lysat-IgM. Die 
AECA-Titer von 56 gesunden Blutspendern im Alter zwischen 19 und 66 Jahren (mittleres Alter 39 Jahre) wur-
den bestimmt und ihre Korrelation zum Alter nach Spearman überprüft. Hierbei ergab sich die größte Korrelati-
on mit r=-0,3087 der Titer zum Alter im HUVEC-Lysat-ELISA zum Nachweis von AECA-IgM (p=0,021). 

 

hang (Abbildung 33, Abbildung 34 und Abbildung 35). 

 

4.2.3 Korrelation zwische AECA-Titer und IgG smako

 werden. Dazu  die ermittelten Titer der malplas

konzentration an IgG mit den AECA-Titern im HUVEC- t-IgG (p

mtkonzentration G zu den ermittelten A Titern 
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Gesamtkonzentration im cHUVEC-IgG (p=0,048) (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13). 

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse in der Übersicht. 
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Abbildung 12: Korrelation zwischen AECA-IgG-Titer gemessen im cHUVEC-IgG und IgG-
Plasmakonzentration. Die AECA-IgG-Titer von 56 gesunden Blutspendern wurden im HUVE-Zell-ELISA 
bestimmt und ihre Korrelation zur IgG-Plasmakonzentration statistisch nach Pearson (r=0,188, p=0,166) und 
nach Spearman (r=0,266, p=0,048) überprüft. 
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Abbildung 13: Korrelation von AECA-IgG-Titer gemessen im HUVEC-Lysat-IgG und IgG-
Plasmakonzentration. Die AECA-IgG-Titer von 56 gesunden Blutspendern wurden im HUVEC-Lysat-ELISA 
bestimmt und ihre Korrelation zur IgG-Plasmakonzentration statistisch nach Pearson (r=-0,087, p=0,526) und 
nach Spearman (r=-0,162, p=0,232) überprüft. 
 

Tabelle 16: Korrelation zwischen AECA-Titer und IgG-Plasmakonzentration (n=56). 

 IgG  

HUVEC-Lysat-IgG Korrelationskoeffizient 

Sig.  

-0,087 

0,526 

Pearson 

cHUVEC-IgG Korrelationskoeffizient 

Sig.  

0,188 

0,166 

HUVEC-Lysat-IgG  Korrelationskoeffizient 

Sig.  

-0,162 

 0,232

Spearman 

cHUVEC-IgG  Korrelationskoeffizient 0,266 

48 Sig.  0,0

 

Experimentell konnten deutlich höhere AECA-Titer in beiden Testverfahren nach Zugabe von 

 zu rmalplasma gefunden werden. Bei Zugabe von 0,15 

g Sandoglobulin/Vertiefung ergab sich im Vergleich zum Normalplasma im cHUVEC-IgG 

in mittlerer Titeranstieg um 297%, im HUVEC-Lysat-IgG um 583%.  

kommerziellem humanem IgG  dem No

m

e
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4.2.4 Korrelation zwischen AECA-Titer und IgM-Plasmakonzentration  
Auch hier wurden Korrelationen zwischen Gesamtplasmagehalt an IgM und den ermittelten 

AECA-Titern der Normalplasmen im HUVEC-Lysat-IgM und im cHUVEC-IgM statistisch 

überprüft. Die Auswertungen nach Pearson und nach Spearmen zeigten hoch signifikante 

Korrelationen für den HUVEC-Lysat-IgM und höchst signifikante Korrelationen für den 

cHUVEC-IgM (siehe Abbildung 14 und Abbildung 15). Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse in 

der Übersicht. 
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Abbildung 14: Korrelation von AECA-IgM-Titer im cHUVEC-IgM und IgM-Plasmakonzentration. Die 
AECA-IgM-Titer von 56 gesunden Blutspendern wurden im HUVE-Zell-ELISA bestimmt und ihre Korrelation 
zur IgM-Plasmakonzentration statistisch nach Pearson (r=0,593, p<0,001) und nach Spearman (r=0,497, 
p<0,001) überprüft. 

 

 



Ergebnisse    51  
 

IgM [mg/ml]

543210

A
E

C
A

-Ig
M

-T
ite

r [
U

/m
l]

200

150

100

50

0

-50

 

Abbildung 15: Korrelation von AECA-IgM-Titer im HUVEC-Lysat-IgM und IgM-Plasmakonzentration. 
Die AECA-IgM-Titer von 56 gesunden Blutspendern wurden im HUVEC-Lysat-ELISA bestimmt und ihre 
Korrelation zur IgM-Plasmakonzentration statistisch nach Pearson (r=0,392, p=0,003) und nach Spearman 
(r=0,421, p=0,001) überprüft. 

IgM  

 

Tabelle 17: Korrelation zwischen AECA-Titer und IgM-Plasmakonzentration (n=56). 

 

HUVEC-Lysat-IgM Korrelationskoeffizient 

Sig.  

0,392 

0,003 

Pearson 

cHUVEC-IgM  Korrelationskoeffizient 0,593 

<0,001 Sig.  

HUVEC-Lysat-IgM  Korrelationskoeffizient 

Sig.  0,001 

0,421 Spearman 

cHUVEC-IgM  Korrelationskoeffizient 

Sig.  

0,497 

<0,001 

 

4.2.5 AECA-Quotientenbildung und Überprüfung der Normalverteilung 
munglobulin-Gesamtkonzentrationen Da erhöhte Im nicht zwangsläufig auf krankheitsspezifi-

sche Antikörperbildung zurückzuführen sind, können sie den Nachweis von AECA in den 

entwickelten Testverfahren, wie unter 4.2.3 und 4.2.4 gezeigt wurde, verfälschen. Durch die 
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Bildung des Quotienten AECA-Titer/Plas bzw. I

dert werden.  

siehe Tabelle 18). Demnach liegen keine Normalverteilungen vor. 

Tabelle 18: Überprüfung der Normalverteilung der Quotienten. 

olmogorov-Smirnov

p 

Shapiro-Wilk

p 

makonzentration an IgG gM soll dies verhin-

Um die Normalverteilung der gebildeten AECA-Quotienten zu überprüfen, wurde das 

Testverfahren nach Kolmogorov-Smirnov und nach Shapiro-Wilk angewandt. Dabei ergaben 

sich folgende Irrtumswahrscheinlichkeiten für die Nullhypothese (H0: die Quotienten sind 

normalverteilt) (

 K

cHUVEC-IgG/IgG  <0,001 <0,001 

HUVEC-Lysat-IgG/IgG   <0,001 <0,001 

cHUVEC-IgM/IgM  <0,001 <0,001 

HUVEC-Lysat-IgM/IgM  <0,001 <0,001 

 
 
4.2

r aus normalverteilten, d.h. symmetrischen Verteilun-

ge

en. 
 Kolmogorov-Smirnov

p 

Shapiro-Wilk 

p 

.6 Transformation der AECA-Quotienten und Überprüfung der Normalver-
teilung 

 
Da sich das 95%-Konfidenzintervall nu

n der Daten ableiten läßt, wurden die Ursprungswerte in dekadische Logarithmen transfor-

miert, um eine Symmetrie zu erreichen (siehe Abbildung 16 bis Abbildung 19). 

Die Überprüfung der logarithmierten AECA-Quotienten nach Kolmogorov-Smirnov ergab 

eine Normalverteilung an der unteren Grenze der echten Signifikanz. Auch nach Shapiro-

Wilk lässt sich auf eine Normalverteilung schließen. In Tabelle 19 sind die Irrtumswahr-

scheinlichkeiten für die Annahme der Nullhypothese (H0: die logarithmierten AECA-

Quotienten sind normalverteilt) aufgeführt. 

Tabelle 19: Überprüfung der Normalverteilung der logarithmierten AECA-Quotient

log (cHUVEC-IgG/IgG)  0,200 0,225 

log (HUVEC-Lysat-IgG/IgG) 0,200 0,475 

log (cHUVEC-IgM/IgM)  0,200 0,762 

log (HUVEC-Lysat-IgM/IgM) 0,200 0,598 
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Abbildung 16: Normalverteilung der logarithmierten Quotienten cHUVEC-IgG/IgG. Die Abbildung gibt 
die Verteilung der ermittelten logarithmierten Quotienten aus AECA-IgG-Titer, gemessen im HUVE-Zell-
ELISA, und der IgG-Gesamtkonzentration von je 56 Proben gesunder Blutspender wieder. 
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Abbildung 17:Normalverteilung der logarithmierten Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. Die Abbildung 
gibt die Verteilung der ermittelten logarithmierten Quotienten aus AECA-IgG-Titer, gemessen im HUVEC-
Lysat-ELISA, und der IgG-Gesamtkonzentration von je 56 Proben gesunder Blutspender wieder. 

 



 54     Ergebnisse 
 

log (cHUVEC-IgM/IgM)

2,63
2,50

2,38
2,25

2,13
2,00

1,88
1,75

1,63
1,50

1,38
1,25

1,13

An
za

hl
 d

er
 P

ro
be

n
16

14

12

10

8

6

4

2

0

Std.abw . = ,27  
Mittel = 1,88

N = 56,00

 
Abbildung 18: Normalverteilung der logarithmierten Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. Die Abbildung gibt 
die Verteilung der ermittelten logarithmierten Quotienten aus AECA-IgM-Titer, gemessen im HUVE-Zell-
ELISA, und der IgM-Gesamtkonzentration von je 56 Proben gesunder Blutspender wieder. 
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Abbildung 19: Normalverteilung der logarithmierten Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. Die Abbildung 
gibt die Verteilung der ermittelten logarithmierten Quotienten aus AECA-IgM-Titer, gemessen im HUVEC-
Lysat-ELISA, und der IgM-Gesamtkonzentration von je 56 Proben gesunder Blutspender wieder. 
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4.2.7 Definition der Normalbereiche 
Aus Mittelwert und Standardabweichung der logarithmierten AECA-Quotienten wurde durch 

Entlogarithmisieren der Normbereich für die einzelnen Testverfahren festgelegt (Lognormal-

verteilungen). Für einen klinisch relevanten Normbereich wurde die obere Grenze des errech-

neten 95%-Konfidenzintervalls gewählt (siehe Tabelle 20). 

Tabelle 20: 95%-Toleranzbereiche der Lognormalverteilungen und Normbereich. 
 95%-Konfidenzintervall Normbereich  

cHUVEC-IgG/IgG [U/mg]  8,71 - 109,16  <  109,17 

HUVEC-Lysat-IgG/IgG [U/mg]  1,84 - 268,38  < 268,39 

cHUVEC-IgM/IgM [U/mg]  21,58  - 262,27  <  262,28 

HUVEC-Lysat-IgM/IgM [U/mg]  13,41  - 213,43  <  213,44 

 

Auch unter den gesunden Blutspendern gab es sechs klinisch unauffällige Individuen mit 

teilweise pathologisch erhöhten AECA-Quotienten. Insgesamt befanden sich innerhalb des 

Normalkollektivs zu jedem Testverfahren 2 von 56 (3,6 %) Proben mit pathologischen 

AECA-Titern.  

 

4.3 Patientenproben 
 
Zur Bestimmung von AECA-Titern bei Patienten standen 203 Proben zur Verfügung. Hiervon 

stammten 37 Proben von Patienten, bei denen der Verdacht auf eine Vaskulitis (Gruppe 1) 

bestand, 54 Proben wurden mit der Fragestellung eines Lupus antikoagulans (Gruppe 2) ein-

gesandt, weitere 108 Proben stammten von Patienten mit nicht näher definierter rheumati-

scher Erkrankung (Guppe 3), bei vier Proben war bekannt, dass die Patienten an einem syste-

mischen Lupus erythematosus (SLE) erkrankt sind (Gruppe 4). 

Anhand der 95%-Vertrauensbereiche in den verschiedenen Testverfahren wurden die er-

mittelten AECA-Quotienten der Patientenkollektive ausgewertet. Die Einzelwerte sind im 

Anhang als Tabelle 24 wiedergegeben. 

Es wurde statistisch überprüft, ob die untersuchten Patientengruppen hinsichtlich ihrer 

AECA-Quotienten signifikant von der Referenzgruppe (Gruppe 5) abweichen. Die Anwend-

barkeit der hierfür gewählten statistischen Methode (Mittelwertsvergleiche nach Dunnet-T, 

bzw. bei inhomogenen Varianzen Dunnet-T3) erfordert eine Normalverteilung der Daten. Wie 

die Quotienten der Gruppe 5 waren auch die Quotienten der Gruppen 1 bis 4 nicht normal 

verteilt. Analog wurde durch Bildung des natürlichen Logarithmus die Bedingung der Nor-
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malverteilung erfüllt. Signifikante Unterschiede der transformierten Daten lassen den Rück-

schuß zu, dass diese Unterschiede bereits in den Urspungsdaten vorlagen. 

 

4.3.1 Auswertung der AECA-Quotienten 
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ienten mit V.a. Vaskulitis (n=37), Gruppe 2=Patienten mit V.a. 
upus antikoagulans (n=54), Gruppe 3=Patienten mit rheumatischer Grunderkrankung (n=108), Gruppe 

Der AECA-Quotient cHUVEC-IgM/IgM war bei Patienten mit V.a. Vaskulitis in 33 von 37 

), bei Patienten mit V.a. Lupus antikoa-

Abbildung 20: AECA-IgM-Quotienten des zellulären ELISA. Die AECA-IgM-Quotienten von vier Patien-
tenkollektiven (Gruppe1-4) wurden ermittelt und denen der gesunden Blutspender (Gruppe 5, n=56) gegenüber-
gestellt. Der 2S-Bereich für den Quotienten cHUVEC-IgM/IgM wurde anhand der Lognormalverteilung der 
gesunden Blutspender festgelegt. Gruppe 1=Pat
L
4=Systemischer Lupus erythematodes (SLE) (n=4), Gruppe 5=gesunde Blutspender. 

 

Fällen pathologisch (89,2%) (p<0,001 nach Dunnet-T

gulans in 37 von 54 Fällen (68,5%) (p<0,001 nach Dunnet-T), in 2 von 108 Fällen bei Patien-

ten mit rheumatischer Grunderkrankung (1,9%) (p=0,086 nach Dunnet-T) und 2 von 4 Fällen 

bei Patienten mit einem SLE (50%) (p<0,001 nach Dunnet-T). Abbildung 20 zeigt die graphi-

sche Darstellung der AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. 
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Abbildung 21: AECA-IgM-Quotienten des Lysat-ELISA. Die AECA-IgM-Quotienten von vier Patientenkol-
lektiven (Gruppe1-4) wurden ermittelt und denen der gesunden Blutspender (Gruppe 5) gegenübergestellt. Der 
2S-Bereich für den Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM wurde anhand der Lognormalverteilung der gesunden 
Blutspender festgelegt. Gruppe 1=Patienten mit V.a. Vaskulitis (n=37), Gruppe 2=Patienten mit V.a. Lupus 
antikoagulans (n=54), Gruppe 3=Patienten mit rheumatischer Grunderkrankung (n=108), Gruppe 
4=Systemischer Lupus erythematodes (SLE) (n=4), Gruppe 5=gesunde Blutspender (n=56). 

us 

atischer Grunderkrankung (7,4%) (p=0,785 nach Dunnet-T3) und 2 

 graphischen Darstellung der AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. 

 
Der AECA-Quotient HUVEC-Lysat-IgM/IgM war bei Patienten mit V.a. Vaskulitis in 28 von 

37 Fällen pathologisch (75,7%) (p=-1,281 nach Dunnet-T3), bei Patienten mit V.a. Lup

antikoagulans in 32 von 54 Fällen (59,3%) (p=-0,979 nach Dunnet-T3), in 8 von 108 Fällen 

bei Patienten mit rheum

von 4 Fällen bei Patienten mit einem SLE (50%) (p=0,766 nach Dunnet-T3). Abbildung 21 

zeigt die
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Abbildung 22: AECA-IgG-Quotienten des zellulären ELISA. Die AECA-IgG-Quotienten von vier Patienten-

ppe 1=Patienten mit V.a. Vaskulitis (n=33), Gruppe 2=Patienten mit V.a. Lupus 
antikoagulans (n=52), Gruppe 3=Patienten mit rheumatischer Grunderkrankung (n=108), Gruppe 

=Systemischer Lupus erythematodes (SLE) (n=4), Gruppe 5=gesunde Blutspender (n=56). 

 
er AECA-Quotient cHUVEC-IgG/IgG war bei Patienten mit V.a. Vaskulitis in 0 von 33 

Fällen pathologisch (0%) (p=0,025 nach Dunnet-T), bei Patienten mit V.a. Lupus antikoagu-

lans in 21 von 52 Fällen (40,4%) (p<0,001 nach Dunnet-T), in 10 von 108 Fällen bei Patien-

n mit rheumatischer Grunderkrankung (9,3%) (p=0,335 nach Dunnet-T) und 3 von 4 Fällen 

ei Patienten mit einem SLE (75%) (p=0,123 nach Dunnet-T). Abbildung 22 zeigt die graphi-

sche Darstellung der AECA-Quotienten cHUVEC-IgG/IgG. 

kollektiven (Gruppe1-4) wurden ermittelt und denen der gesunden Blutspender (Gruppe 5) gegenübergestellt. 
Der 2S-Bereich für den Quotienten cHUVEC-IgG/IgG wurde anhand der Lognormalverteilung der gesunden 
Blutspender festgelegt. Gru

4

D

te

b
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Abbildung 23: AECA-IgG-Quotienten des Lysat-ELISA. Die AECA-IgG-Quotienten von vier Patientenkol-
lektiven (Gruppe1-4) wurden ermittelt und denen der gesunden Blutspender (Gruppe 5) gegenübergestellt. Der 
2S-Bereich füe den Quoteinten HUVEC-Lysat-IgG/IgG wurde anhand der Lognormalverteilung der gesunden 
Blutspender festgelegt. Gruppe 1=Patienten mit V.a. Vaskulitis (n=33), Gruppe 2=Patienten mit V.a. Lupus 
antikoagulans (n=53), Gruppe 3=Patienten mit rheumatischer Grunderkrankung (n=107), Gruppe 
4=Systemischer Lupus erythematodes (SLE) (n=4), Gruppe 5=gesunde Blutspender (n=56). 

 
Pathologische AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG wurden in 2 von 33 Proben mit 

V.a. Vaskulitis gefunden (6,1%) (p=0,333 nach Dunnet-T3) , in 8 von 53 Proben mit V.a. 

Lupus antikoagulans (15,1%) (p<0,001 nach Dunnet-T3) und in 3 von 107 Proben von Patien-

ten mit rheumatischer Grunderkrankung (2,8%) (p=0,158 nach Dunnet-T3) und 1 von 4 Fäl-

len von Patienten mit einem SLE (25%) (p<0,029 nach Dunnet-T3). Abbildung 23 zeigt die 

graphische Darstellung der AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. 

 

4.3.2 Korrelation zwischen Antikörper-Bindung an fixierte HUVE-Zellen und 

HUVE-Zell-Lysat 
Um einen möglichen Einsatz der entwickelten Nachweisverfahren für AECAs in der Routine-

en 

rdies eine höhere Homogenität gewährleis-

ten. 

diagnostik zu vereinfachen, wäre die Übereinstimmung von zellulärem und Lysat-ELISA von 

Bedeutung. Größere Mengen an HUVE-Zell-Lysat herzustellen, zu poolen und bei -20°C zu 

lagern, würde im Vergleich zur Prozedur der Herstellung einer mit Zellen beschichtet

ELISA-Platte eine sofortige Verfügbarkeit und übe
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Anhand des Spearman-Korrelationskoeffizienten zeigten sich höchst signifikante Korrelatio-

nen der beiden Testsverfahren untereinander in beiden Klassen IgM (r=0,626, p<0,001, 

n=259) und IgG (r=0,529, p<0,001, n=258). Ein Austausch des zellulären ELISA durch den 

Lysat-ELISA ist anhand des nachgewiesenen Zusammenhangs durchaus vertretbar, wie die 

folgenden Streudiagramme veranschaulichen sollen (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25). 
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Abbildung 24: Korrelation zwischen Antikörper-Bindung der Klasse IgM an fixierte HUVE-Zellen und 
an HUVE-Zell-Lysat. Die AECA-IgM-Titer von 259 Proben wurden im zellulären HUVEC-ELISA und im 
HUVEC-Lysat-ELISA bestimmt. Nach Spearman zeigte sich eine höchst signifikante Korrelation der beiden 
Testverfahren miteinander (r=0,626, p<0,001).  
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Abbildung 25: Korrelation zwischen Antikörper-Bindung der Klasse IgG an fixierte HUVE-Zellen und an 
HUVE-Zell-Lysat. Die AECA-IgG-Titer von 258 Proben wurden im zellulären HUVEC-ELISA und im 
HUVEC-Lysat-ELISA bestimmt. Nach Sp
Testverfahren miteinander (r=0,529, p<0,00

earman zeigte sich eine höchst signifikante Korrelation der beiden 
1). 

 
4.3.3 Vergleich mit weiteren immunologischen Nachweisverfahren und funkti-

onellen Gerinnungstests 
4.3.3.1 Korrelation zwischen AECAs und ANCAs 

Von Plasmaproben mit Verdacht auf Vaskulitis und rheumatischer Grunderkrankung lagen 

zusätzlich Bestimmungen von Antikörpern gegen humane neutrophile Granulozyten (ANCA) 

vor (siehe Tabelle 26). Anhand des „exakten Tests“ nach R. A. Fisher sollte die Nullhypothe-

se H0: AECA=ANCA überprüft werden. Dabei zeigten sich keine signifikanten Übereinstim-

mungen. 

 

4.3.3.2 Antiphospholipid-Antikörper 

In der Gruppe der Patienten mit Verdacht auf Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden 

Übereinstimmungen der AECA-Quotienten mit dem Vorhandensein von Antiphospholipid-

Antikörpern (APLA) überprüft. Signifikante Korrelationen nach Spearman zeigten sich nur 

zwischen dem Quotienten cHUVEC-IgG/IgG und APLA der Klasse IgG (siehe Abbildung 

26). Die Tabellen 21 und 25 zeigen die Ergebnisse in der Übersicht. 
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Abbildung 26: Korrelation zwischen AECA-Quotienten und Antiphospholipid-Antikörpern in der Klasse 
IgG
Quot

APLA-IgG

. Bei 60 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-
ienten cHUVEC-IgG/IgG mit dem Vorliegen von Antiphospholipid-Antikörpern (APLA-IgG) verglichen. 

Dabei zeigte sich nach Spearman eine signifikante Korrelation innerhalb der Klasse IgG (r=0,261, p=0,044). 

Weitere Abbildungen zu diesem Thema befinden sich im Anhang (Abbildung 37, Abbildung 

38 und Abbildung 39). 

Tabelle 21: Korrelation nach Spearman zwischen AECA-Quotienten und Antiphospholipid-Antikörpern 
(APLA). 

 

HUVEC-Lysat-IgG/IgG Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

0,092 

0,480 

61 

cHUVEC-IgG/IgG Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

0,261 

0,044 

60 

 APLA-IgM

HUVEC-Lysat-IgM/IgM Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

-0,239 

0,055 

65 

cHUVEC-IgM/IgM Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

-0,113 

0,369 

65 



Ergebnisse    63  
 
4.3.3.3 Anticardiolipin-Antikörper 

Auch Gleichartigkeiten der AECA-Quotienten mit Anticardiolipin-Antikörpern (ACA) bei 

Patienten mit Verdacht auf Vorliegen eines Lupus antikoagulans sollten überprüft werden. 

Eine höchst signifikante Korrelation nach Spearman zeigte sich nur zwischen dem Quotienten 

cHUVEC-IgG/IgG und ACA der Klasse IgG (siehe Abbildung 27). Tabelle 22 zeigt die Er-

gebnisse in der Übersicht. 
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Abbildung 27: Korrelation zwischen dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgG/IgG und Anticardiolipinanti-
körpern der Klasse IgG. Bei 72 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans 
wurden die AECA-Quotienten cHUVEC-IgG/IgG mit dem Vorliegen von Anticardiolipin-Antikörpern (ACA-
IgG) verglichen. Dabei zeigte sich nach Spearman eine höchst signifikante Korrelation innerhalb
(r=0,423, p<0,001). 

 der Klasse IgG 

 

 

 

Weitere Abbildungen zu diesem Thema befinden sich im Anhang (Abbildung 39, Abbildung 

40 und Abbildung 41). 
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Tabelle 22: Korrelation nach Spearman zwischen AECA-Quotienten und IgG und Anticardiolipinanti-

körpern der Klasse IgG (ACA-IgG). 

 ACA-IgG 

HUVEC-Lysat-IgG/IgG Korrelationskoeffizient 0,218 

Sig.  

N 

0,063 

73 

cHUVEC-IgG/IgG Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

0,423 

<0,001 

72 

 ACA-IgM 

HUVEC-Lysat-IgM/IgM Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

-0,192 

0,094 

77 

cHUVEC-IgM/IgM Korrelationskoeffizient 0,006 

Sig.  

N 

0,960 

77 

 

4.3.3.4 KCT-Index und RVV-Test 

Die AECA-Quotienten von 76 Patientenproben wurden nun mit den in Tabelle 23 aufgeliste-

ten Ergebnissen der beiden funktionellen Gerinnungstests KCT-Index und RVV-Test vergli-

chen. Dies geschah zunächst unabhängig davon, ob sie in irgendeinem der Testverfahren posi-

tiv

mungen ließen sich nicht ermitteln. 

 waren. Anhand des Spearman-Korrelationskoeffizienten (r) zeigte sich eine hoch signifi-

kante Korrelation zwischen KCT-Index und cHUVEC-IgG/IgG (r=0,404; n=71; p<0,001) und 

eine signifikante Korrelation zwischen KCT-Index und HUVEC-Lysat-IgM/IgM (r=-0,273; 

n=76; p<0,017). Weitere signifikante Übereinstim
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Abbildung 28: Korrelation zwischen KCT-Index und dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgG/IgG 
(r=
Quotienten cHUVEC-IgG/IgG m

0,404). Bei 71 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-
it der Verlängerung der Kaolin-Klotting-Time (KCT-Index) verglichen. Dabei 

zeigte sich nach Spearman eine höchst signifikante Korrelation innerhalb der Klasse IgG (r=0,404, p<0,001). 
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Abbildung 29: Korrelation zwischen KCT-Index und dem AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. 
Bei 76 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten 
HUVEC-Lysat-IgM/IgM mit der Verlängerung der Kaolin-Klotting-Time (KCT-Index) verglichen. Dabei zeigte 
sich nach Spearman eine signifikante Korrelation innerhalb der Klasse IgM (r=-0,273, p=0,017). 
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Weitere Abbildungen zu diesem Thema befinden sich im Anhang (Abbildung 42, Abbildung 

43, Abbildung 44, Abbildung 45, Abbildung 46 und Abbildung 47). 

 

Tabelle 23:Korrelationen nach Spearman zwischen den AECA-Quotienten und KCT-Index bzw. RVV-
Test (n=76). 

 KCT-Index RVV-Test

HUVEC-Lysat-IgG/IgG Korrelationskoeffizient 0,195 -0,113 

Sig.  

N 

0,100 

72 

0,385 

61 

cHUVEC-IgG/IgG Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

0,404 

<0,001 

71 

0,117 

0,374 

60 

HUVEC-Lysat-IgM/IgM Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

-0,273 

0,017 

76 

-0,203 

0,106 

65 

cHUVEC-IgM/IgM Korrelationskoeffizient

Sig.  

N 

-0,093 

0,426 

75 

-0,077 

0,543 

65 

 

Nach Reduktion der Ausgangsdaten auf zwei Gruppen, (1.) negatives Ergebnis in KCT-Index 

und RVV-Test und (2.) pathologisches Resultat in mindestens einer der beiden Untersuchun-

gen, konnten mit dem exakten Test nach R. A. Fisher keine signifikanten Korrelationen zu 

den Quotienten mehr nachgewiesen werden. 
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5 

Verschiedene Nachweisverfahren wurden bisher zur Detektion von antiendothelialen Anti-
,  , 108, Flourescence-activated cell 

sorting (FACS), Immunoblots  und Immunpräzipitation 0 sowie funktionelle Nachweisver-

DCC)79, , , 115, 116, 117, 118. Eine weitere sehr gebräuchliche Methode 

ist

nüren isoliert werden müssen, ist die 

EA

llte jedoch zur Etablie-

run

ich zu 

Dialysepatienten ohne diese Komplikation nur auf HUVE-Zellen, nicht jedoch auf mikro-

vaskulären oder EAhy929-Zellen nachweisen133. 

Diskussion 
 

5.1 Testentwicklung 
 

körpern (AECA) beschrieben: Radioimmunoassay (RIA)
109 11

fahren wie Komplement-abhängige Zytotoxizität (CDC), , , , 111, 112, 113, 114 und Antikörper-

abhängige Zytotoxizität (A

 der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), der von Experten zu Nachweis von 

AECA empfohlen wird119. Speziell werden ELISAs auf fixierten HUVE-Zellen bevorzugt120. 

Insbesondere für AECA der Klassen IgG und IgM sind signifikante Korrelationen zur 

Krankheitsaktivität beschrieben79, 121. Wegen der klinischen Relevanz sollte ein Testverfahren 

etabliert werden, das genau diese Antikörperklassen nachweist. 

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden indirekten ELISAs zum Nachweis von AECA der 

Klassen IgG und IgM aus humanem Zitratplasma basieren zum einen auf fixierten, zum ande-

ren auf sonifizierten HUVE-Zellen. 

Mögliche Substrate sind zudem renale Zellen122, mikrovaskuläre Endothelzellen des Fett-

gewebes123, humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HDMEC)124, 125 oder immortali-

sierte endothelial-epitheliale Hybride (EAhy926)77, 126. Jede Zellart hat ihre Vor- und Nachtei-

le: HDMEC sind schwierig in Reinkultur zu isolieren, anspruchsvoll in ihren Wachstumsbe-

dingungen und haben nur eine kurze Lebenszeit127. Während die relativ leicht in Kultur zu 

haltenden HUVE-Zellen immer wieder neu aus Nabelsch

hy926-Zelllinie eine kontinuierliche Quelle. Der Nachteil dieser Zelllinie ist es allerdings, 

dass ursprüngliche Zellantigene während der Immortalisierung und chromosomalen Segrega-

tion verloren gehen können128. Auf diese Weise kann es zu falsch negativen Testergebnissen 

kommen. Falsch positive Ergebnisse können aus Antikörperreaktionen mit epithelialen Anti-

genen resultieren, lassen sich jedoch mit Präinkubation der Proben mit epithelialen Membra-

nen reduzieren129. Dieser zusätzliche und vermeidbare Arbeitsschritt so

g eines für die Routine geeigneten ELISAs nach Möglichkeit vermieden werden. Mikro-

vaskuläre Endothelzellen hingegen exprimieren auf ihrer Oberfläche Antigene, die auf der 

HUVE-Zelloberfläche nicht nachzuweisen sind, , , 130 131 132. Andererseits konnten George et al. 

signifikant höhere AECA-Titer bei Dialysepatienten mit Shunt-Thrombosen im Verge
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Während verschiedene Forschungsgruppen mit HUVE-Zellen aus der dritten oder höheren 

Passagen arbeiten, um mit einer Isolation größere und homogene Zellmengen zu kultivieren, 

wurden hier zugunsten der ursprünglichen Zelleigenschaften ausschließlich gesunde, unstimu-

lierte Zellen der ersten Passage verwandt , 134. 

Um die Anheftung der HUVE-Zellen an Kulturschalen zu gewährleisten, wird häufig das 

im

Vorversuchen zum 

hie

en Aussaat (7.500 HUVE-Zellen/Vertiefung) bestückt135, 136, 137, 138. Hierunter 

lie

zen auf Unterschieden in den 

Me

derung der IgG-Bindung sowohl an fixier-

te 

. Adler et al. 

sch

munglobulinhaltige Fibronektin verwendet. Gelegentlich wird es auch in zellulären ELI-

SAs zum Nachweis von AECA verwendet . Kreuzreaktionen der jeweiligen Detektions-

antikörper in dieser Kombination sind zu erwarten, Nakagawa et al. berichten jedoch nicht 

über Probleme in dieser Hinsicht . Die Arbeitsgruppe verwendete Fibronektin in Kombination 

mit 1%iger Gelatine, die noch über die Fibronektin-beschichteten Vertiefungen aufgetragen 

wurde. Der Sinn dieser doppelten Beschichtung ist unklar, scheint jedoch die Ursache der 

fehlenden Kreuzreaktion mit den Detektionsantikörpern zu sein. Eine alleinige Verwendung 

von Fibronektin als Adhäsionsgrundlage im zellulären ELISA führte in 

r etablierten zellulären ELISA zu erhöhten Hintergrundextinktionen, so daß daraufhin aus-

schließlich mit Gelatinebeschichtung gearbeitet wurde. 

Die hier etablierten ELISAs wurden im Vergleich zu anderen Publikationen mit einer rela-

tiv gering-zellig

ß sich, wie in Abschnitt 4.1.2.3 gezeigt, die optimale Steigung der Kalibriergeraden nach 

drei Tagen Kultur erreichen. Auch die Kulturzeiten variieren in den Angaben zwischen 24 h 

und 96 h, wobei sich keine Abhängigkeit der Dauer der Kulturzeiten zur ausgesäten Zellzahl 

herauskristallisierte , . Möglicherweise basieren diese Differen

dien und ihren Zusätzen. 

Neben fixierten zellulären ELISAs existieren auch ELISA-Protokolle auf der Basis unfi-

xierter Zellen , , . Der Vergleich beider Methoden fällt unterschiedlich aus , 139, 140. Wangel et 

al. fanden einen Korrelationsquotienten von r=0,87, Heurkens et al. r=0,69. Westphal et al. 

konnten dagegen AECA nur auf fixierten Endothelzellen detektieren. Die höhere Reaktivität 

von Seren mit fixierten Zellen erklärt sich möglicherweise durch Antikörperadsorption an 

intrazelluläre Komponenten, die durch den Vorgang des Fixierens zugänglich gemacht wer-

den. Das würde erklären, warum Triolo et al. bei Adsorption von anti-DNA- und AECA-

positiven Proben an ssDNA eine nachfolgende Min

HUVE-Zellen als auch an ssDNA feststellen konnten141. 

Eine Antigenveränderung durch Fixierung scheint prinzipiell möglich142

lussfolgerten jedoch aus den Ergebnissen von Heurkens, dass keine Beeinträchtigung der 
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Antigenität stattgefunden habe . Im Allgemeinen wird zur Quantifizierung von AECA   fixier-

ten Assays der Vorzug gegeben . Dieser Modus wurde auch hier gewählt. 

ngaben zur Probenverdünnung in fixierten HUVE-Zell-ELISAs variieren von 1:10, 1:25, 

onen, Fixierungstechniken und Detektionsantikörper erklärbar. Der routinemäßige Einsatz 

sbesondere bei zellulären ELI-

e Maßnahme wurde bei den AECA-ELISAs 

die

ieren , 149. Durch Bindung 

an das Endothel über das Fc-Fragment würden ebenfalls falsch positive Ergebnisse erzielt 

werden. Die spezifische AECA-Bindung an das Endothel über das F(ab)2-Fragment konnte 

Fragm tet ist, belegt werden. Gleiches gilt für den AECA-IgG-ELISA auf 

Lysatbasis. 

A

1:80, 1:100 und 1:1.000, , , 143. Diese Differenzen sind durch verschiedene Antigenkonzentra-

ti

von Verdünnungsreihen, wie sie aufgrund des unterschiedlichen AECA-Gehaltes der Proben 

in der vorliegenden Arbeit notwendig waren, wird selten beschrieben, allerdings räumen Ro-

senbaum et al. ein, dass sie hoch pathologische Proben im nachhinein 1:20.000 verdünnen 

mussten80, , 144 145. 

Antikörper-Aggregationen, die im HUVE-Zell-ELISA zum Nachweis von AECA-IgM 

auftraten, ließen sich durch Zusatz von 10% Maltose zum Verdünnungspuffer unterbinden. 

Vermutlich trugen Rosenbaum et al. die Proben aus demselben Grund mit 5 mM EDTA auf . 

Revelen et al. deckten einen weiteren Störfaktor auf, der in

SAs vorkommt: Heterophile Antikörper gegen tierische Proteine führen zu falsch positiven 

AECA-Titern, wenn fetales Kälberserum (FCS) während der Zellkultur auf der ELISA-Platte 

unbeabsichtigt an die Festphase gekoppelt wird146. Desweiteren seien Probenleerwert-

substraktionen nicht sinnvoll, da die Gefahr bestünde, koexistierende spezifische AECA unter 

den Heteroantikörpern zu unterschlagen. Dies

ser Arbeit berücksichtigt. Weiterhin sollten Proben laut Revelen et al. mit 10% FCS aufge-

tragen werden, um eine künstliche Minderung der Absorptionswerte zu vermeiden . Hier wur-

de stattdessen Milchpulver, ebenfalls ein tierisches Protein, zu den Puffern hinzugesetzt.  

Angaben zur Expression von Blutgruppen-Antigenen auf HUVE-Zellen sind widersprüch-

lich, , 147 148. Um falsch positive AECA-Ergebnisse aufgrund von ABO-Inkompatibilitäten zu 

verhindern, wurden hier ausschließlich Nabelschnüre der Blutguppe 0 zur Isolation von 

HUVE-Zellen verwendet. Diese wurden auch zur Erstellung des Lysats benutzt. 

Es ist bekannt, dass Endothelzellen auch Fc-Rezeptoren exprim

jedoch durch Detektion mit einem Peroxidase-markierten Antikörper, der gegen das Fc-

ent des IgG gerich

Es existieren verschiedene Ansätze zur Auswertung der AECA-ELISAs. Quadros et al. 

wählten die Absorption als qualitatives Merkmal, mussten deswegen auch einheitliche Prob-

venverdünnungen einsetzen . Mittelwerte der Absorption in verschiedenen Krankheitsgruppen 
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und in einem Normalkollektiv wurden untereinander verglichen. Der Nachteil dieser Methode 

ist, dass besonders reaktive Proben bei gegebener Verdünnung oberhalb der maximal aus-

wertbaren Absorption von 1,2 nicht ausreichend quantifizierbar sind bzw. ausgeschlossen 

werden müssen150, 151. 

Auch Nylander-Lundqvist et al. werteten die Proben über die Absorption aus. Als patholo-

gis

mmen. Der Abzug der Absorption 

vo

ßnahmen nicht garantieren. So ist es nicht verwunderlich, dass 

auch andere Arbeitsgruppen über ähnlich hohe Interassayvarianzen berichten , 152.  Ebenso 

AECA-Bindung für IgG und IgM temperaturabhängig ist . 

We Interassayvarianz, indem sie Proben anhand der 

) eines Referenzserums auswerteten. Assay-

ch galten Absorptionen oberhalb der 95. Perzentile einer Referenzgruppe. Diese Methode 

erlaubt jedoch nur eine qualitative Unterteilung in positive und negative Proben. Nylander-

Lundqvist et al. begründen ihre Wahl mit der Heterogenität der AECAs und der daraus fol-

genden unterschiedlichen dosisabhängigen Steigung der unterschiedlichen Anti-

gen/Antikörper-Paare. So könne eine bestimmte im ELISA gemessene Absorption nicht den 

absoluten AECA-Gehalt einer Probe wiedergeben. Tatsächlich zeigen die Titrationskurven 

individueller Proben unterschiedliche Steigungen . 

Bei Rosenbaum et al. trat das Problem auf, dass Proben mit sehr hoher Affinität zu Endo-

thelzellen in niedrigen Verdünnungen nicht erfasst werden konnten . Mehrere Proben von 

Patienten mit SLE mußten 1:20.000 verdünnt werden. Wahrscheinlich wurde deswegen alter-

nativ zu alleinigen Absorptionswerten die Probenauswertung über einen Bindungsindex 

(BI=100*(S-A)/(B-A); S=Absorption der Probe; A=Absorption einer Standardnegativkontrol-

le; B=Absorption einer Standardpositivkontrolle) vorgeno

n Normalproben ist jedoch, wie bereits zuvor verdeutlicht, ungünstig. 

Hashemi et al. machten einen der ersten Versuche, die Auswertung über willkürlich festge-

legte Einheiten eines positiven Standardserums vorzunehmen . Diese Vorgehensweise er-

schien nach den vorherig angestellten Betrachtungen überlegen und wurde auch in der hier 

vorgelegten Arbeit zur Auswertung angewandt. 

Die Auswertung der Validität der zellulären HUVE-Zell-ELISAs zeigte relativ hohe Inter-

assayvarianzen, die vermutlich in qualitativen und quantitativen Zellunterschieden aufgrund 

der Spendervariabilität begründet liegen . In dem Bemühen, die Qualität zu vereinheitlichen, 

wurden immer mehrere einzelne Isolationen vor der Passage auf die ELISA-Platte gepoolt. 

Eine exakt identische Zellzahl pro Vertiefung und Platte lässt sich aber trotz der unternom-

menen Standardisierungsma

können Temperaturschwankungen eine weitere Ursache für Interassayvarianzen sein, da die 

stphal et al. verbesserten die Intra- und 

Fläche unter der Extinktionskurve (AUC
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varianzen von 10%, wie sie beispielsweise Frampton et al. erzielten, beruhen möglicherweise 

auf der höheren Zellaussaat und damit erreichten einheitlicheren Monolayern153. Bei nur ge-

ringen Einbußen des Bestimmtheitsmaß der Kalibriergeraden könnten nach den vorliegenden 

Ergebnissen zukünftig 15.000 Zellen/Vertiefung ausgesät werden, um eventuell eine Verbes-

serung der Interassayvarianz zu erzielen. Eine weitere Ursache für eine hohe Varianz ist die 

La

echanische Zerstörung der Zellen nach Aufnahme in Inhibitionsmedium, Zentrifugation 

un

 der SLE-Patienten nachweisbar155. 

ben sind jedoch aufgrund der man-

gelnden Angaben zur Beschichtungskonzentration nicht uneingeschränkt mit den in dieser 

Arbeit verwendeten Plasmaverdünnungen vergleichbar. 

ie Auswertung über die Titration eines Kalibrierplasmas im Zusammenhang mit der opti-

schen Dichte erschien auch hier, wie bereits bei den zellulären ELISAs begründet, angebracht. 

Eine einheitliche Auswertung aller AECA-ELISAs gewährt zudem eine bessere Vergleich-

W arianzen in für den Nachweis von AECA der Klassen IgG (3,6%) 

und IgM (2,2%) in den hier vorgestellten HUVE-Zell-Lysat-ELISAs nicht zu bemängeln sind, 

bilität der Proben durch häufiges Auftauen154. Aus diesem Grund wurden die hier verwen-

deten Proben maximal dreimal aufgetaut. 

Endothelzellmembranen (ECM) werden vergleichsweise selten in der ELISA-Technik 

verwendet, obwohl sie im Gegensatz zur zellulären Beschichtung kurzfristigere Verfügbarkeit 

und durch Pooling eine homogenere Testgrundlage bieten. 

Die verschiedenen Präparation von ECM gleichen sich in großen Teilen, 83, , . Kurzgefaßt 

werden folgende Arbeitsschritte einheitlich vorgenommen: Gefrierung und Auftauen der Zel-

len, m

d Separation zytsolischer Bestandteile. Trotzdem bestehen große Unterschiede in Medien, 

Zusätzen, Zentrifugationsvorgängen, Zeit- und Temperaturangaben.  

Falsch positive AECA-Detektion durch Antikörper-Bindung an Doppel(ds)- und Einzel-

strang(ss)-DNA wurde experimentell ausgeschlossen (siehe Abschnitt 4.1.1.3). Dies war ins-

besondere wichtig, um falsch positive Ergebnisse aufgrund von Autoantikörper gegen dsDNA 

bei den Patientenproben mit systemischem Lupus erythematodes auszuschließen. Diese sind 

bei 60-80%

Rollino et al. setzten Plasmaverdünnungen in einem HUVEC-Lysat-ELISA von 1:5 für 

Normal- und pathologische Plasmen ein . Mehrere Verdünnungsstufen, wie in der vorliegen-

den Arbeit, wurden jedoch nicht verwendet. Diese Anga

D

barkeit der Ergebnisse. 

ährend die Intraassyv

scheinen die Interassayvarianzen besonders im Bereich niedriger AECA-Titer verbesse-

rungswürdig. Dies liegt zum einen an der S-förmigen Steigung der Konzentrationen im unte-

ren Titerbereich. Zum anderen wurden offenbar trotz Pooling der Lysate und Auswahl der 
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Nabelschnüre unter Berücksichtigung der Blutguppenzugehörigkeit natürliche Unterschiede 

in der Antigenität der HUVE-Zellen verschiedener Isolationen nicht ausreichend beglichen. 

Le

rst selten .Van der Zee et al. berichten über einen Korrelati-

on

r IgG; 

r=0,626 für IgM) ebenfalls ein starker Zusammenhang der gemessenen AECA-Titer in beiden 

aufgrund des größeren Stichprobenumfangs (n=258 bzw. n=259) unter Einschluß normaler 

und pathologischer Proben aussagekräftiger als die von van der Zee et al. publizierte Korrela-

anfällig für Interferenzen, wie sie bei den zellulären Nachweisverfahren 

iskutiert wurden . 

 ELISA zum quantitativen Nachweis von humanem Immnglobulin 

M aus Zitratplasma wurde zunächst mit einer Kombination aus einem murinen anti-human 

3,2%. Die Intraassyvarianz lag bei 7,7% bei 

einer mittleren Konzentration von 7,931 mg IgM/ml. 

tzteres wird gerade im Hinblick auf die im Vergleich äußerst niedrigen Intraassayvarianzen 

wahrscheinlich. Weitere mögliche Gründe wurden bereits bei den zellulären ELISAs disku-

tiert. Angaben zur Assayarianz werden weder von van der Zee et al. noch von Rollino et al. 

gemacht. Heurkens et al. ermittelten Interassayvarianzen von 66% in vergleichbaren Titerbe-

reichen . 

Literaturangaben zum Vergleich von ELISAs mit zellulärer und Lysat-Beschichtung zum 

Nachweis von AECA sind äuße

skoeffizienten von r=0.78 (p<0,001) zwischen zellulärem und HUVE-Zell-Lysat-ELISA 

zum Nachweis von AECA-IgG basierend auf 10 Serumwerten von Patienten mit SLE. In die-

ser Arbeit wurde bei etwas niedriger gelegenen Korrelationkoeffizienten (r=0,529 fü

Testverfahren ermittelt. Diese Korrelationen sind höchst signifikant (jeweis p=<0,001) und 

tion. Es kann geschlussfolgert werden, dass bei Optimierung der Interassayvarianz zukünftige 

AECA-Detektionen aus Gründen der Praktikabilität auf Lysat-Basis durchgeführt werden 

könnten. ELISAs auf Lysat-Basis sind zudem durch die Möglichkeit der Beschichtung mit 

exakten Antigenkonzentrationen und durch fehlende Adsorption von Medienzusätzen an die 

feste Phase weniger 

d

Die Entwicklung eines

IgM-Antikörper mit einem Peroxidase-konjugierten anti-human IgM-Antikörper von der Zie-

ge begonnen. Kreuzreaktionen der eingesetzten Antikörper führten jedoch zu mangelnder 

Differenz der Absorptionen von Leerwert und Plasmaprobe. Der Ersatz des Detektionsanti-

körper durch einen Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-human IgM-Antikörper mini-

mierte die Kreuzreaktionen. Der Zusatz von 5% Maltose zum Verdünnungspuffer reduzierte 

Antikörperagglutinationen bestmöglich im Bereich zwischen 0,03 und 3 µg IgM/ml. Um die 

Kalibriergerade zu linearisieren, wurden die gereinigten IgM-Konzentrationen logarithmisch 

auf der Abszisse aufgetragen. 

Die Interassayvarianz lag zwischen 5,9% und 1
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Die Etablierung eines IgG-ELISAs gelang nicht zufriedenstellend. Aufgrund inakzeptabler 

Assayvarianzen bei Verwendung unterschiedlicher Antikörperkombinationen und Puffer-

variationen wurde auf die in Routinelabors übliche nephelometrische Messung der IgG-

Plasmakonzentration übergegangen. 

 

5.2 Erstellung von Normwerten für AECA 
 

ndern und -

spe

unden Bevölkerung vorkommen. Das Vorkommen von AECAs ist 

de

Syndrom der Präeklampsie assoziiert waren159.  

. Da 

be

s Alter hatte keinen wesentlichen Einfluß auf das Bindungsverhalten der AECA. 

Eine schwache Tendenz zur Abnahme von AECA-IgM im Alter gab keinen Anlaß zu Erhe-

bung altersspezifischer Referenzwerte. Auch andere Arbeiten konnten keinen Unterschied 

bezüglich der AECA-Titer bei Patienten verschiedener Altersstufen feststellen , 160, 161.  

Mit den erarbeiteten ELISAs wurden 56 Proben von gesunden Blutspe

nderinnen untersucht. 

Es läßt sich festhalten, dass die Bindung von Immunglobulinen an das Endothel bei allen 

Proben des Normalkollektiv nachweisbar war. Das bedeutet, dass AECA als natürliches Anti-

körperrepertoir in der ges

mnach nicht pathognomonisch für vaskuläre Erkrankungen, auch wenn im Verlauf AECA-

Alterationen zu beobachten sind. Die Arbeitsgruppe um Ronda konnte zeigen, daß die natürli-

che AECA-Expression durch Serumfaktoren, darunter idiotypisches IgM, reguliert wird156, 157. 

Natürliche AECA binden nur wenige konservierte Autoantigene, die sich bei verschiedenen 

Individuen kaum unterscheiden. AECA aus Proben von Patienten mit SLE zeichnen sich da-

gegen sowohl durch höhere Titer als auch durch ein größeres Spektrum an Antigenspezifität 

aus . Erstaunlicherweise fanden Orevec et al. Hinweise auf die anti-thrombotische und anti-

inflammatorische Funktion natürlicher AECAs158. Mendonka et al. bestätigen diese Ergebnis-

se, indem sie nachwiesen, dass im Vergleich zu normalen Schwangerschaften bei Lupus-

Patientinnen niedrigere AECA-IgM-Titer auftraten und dass diese mit dem mütterlichen vas-

kulären 

Im folgenden wurde der Einfluß verschiedener biologischer Parameter wie Alter, Ge-

schlecht und Immunglobulingesamtkonzentration auf das Vorkommen von AECAs unter-

sucht. In Übereinstimmung mit Cervera et al. deutete die statistische Auswertung der Ergeb-

nisse nicht auf eine Einflußnahme der Geschlechtszugehörigkeit auf die AECA-Titer hin

i vielen Autoimmunerkrankungen eine deutliche Bevorzugung des weiblichen Geschlechts 

besteht, war der Ausschluß dieser Beziehung von großer Wichtigkeit. 

Auch da
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Angaben zur Abhängigkeit der AECA-Titer von der Immunglobulin-Gesamtkonzentration 

 der Literatur sind widersprüchlich. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten keine diesbezüg-

Konzentration und AECA-IgG nur dann in signifikantem Ausmaß 

na

ten aus 

be

ender. Es lag durchweg eine linkssteile Verteilung der AECA-Quotienten vor. Ähnliche 

Er

ormalkollektiv 

vo

on 

de

rteilung war es möglich, 

ein

in

liche Korrelation für IgG oder IgM nachweisen , , , 162, 163. Andere berichten von schwachen, 

aber signifikanten statistischen oder experimentellen Zusammenhängen, , . Nur wenige integ-

rieren die Immunglobulin-Gesamtkonzentration in ihre Auswertung . 

In der hier vorliegenden Arbeit ließ sich statistisch eine schwache Korrelation nach Spear-

man zwischen der IgG-

chweisen, wenn die Detektion der AECAs auf fixierten HUVE-Zellen stattfand. Experi-

mentell konnte diese Wechselbeziehung durch Zugabe von gereinigtem IgG zu Normalplasma 

in beiden Testverfahren, HUVE-Zell-ELISA und Lysat-ELISA, durch einen mittleren Tite-

ranstieg von 297% bzw. 593% bestätigt werden. Da AECA jedoch auch bei gesunden Blut-

spendern nachweisbar sind, ist es nachvollziehbar, dass AECA auch in dem zugesetzten ge-

reinigten IgG enthalten waren und so zu dem Titeranstieg geführt haben.  

Die Ergebnisse der IgM-Konzentrationen und AECA-IgM zeigten bereits bei der statisti-

schen Auswertung in beiden angewandten Prüfverfahren nach Pearson und nach Spearman 

hoch und höchst signifikante Korrelationen zueinander bei Bindung an Lysat und fixierte 

HUVE-Zellen. 

Basierend auf diesen Beobachtungen sollte die Auswertung der AECA-Titer die Im-

munglobulin-Gesamtkonzentration miteinbeziehen. Durch die Bildung von Quotien

iden Werten wurde gewährleistet, dass hohe AECA-Titer nicht auf einen generellen An-

stieg der Immunglobuline der entsprechenden Klasse beruhen. 

Schwierigkeiten ergab die Überprüfung auf Normalverteilung der AECA-Quotienten der 

Blutsp

gebinsse bezüglich der AECA-IgG-Verteilung zeigten die Abbildungen von Ferraro et al. 

im Normalkollektiv. Auch Nylander-Lundqvist et al. ermittelten in einem N

n 249 eine linkssteile Verteilung der AECA-IgM. Sie bewerteten dies als Indikator einer 

biphasischen Verteilung der Absorptionswerte. Ein Erklärungsmodell hierfür wären verschie-

dene AECA-Subpopulationen. Bei anderen Arbeitsgruppen traten keine Abweichungen v

r Gauß-Verteilung auf , . Möglicherweise ist diese Divergenz durch einen zu gering gewähl-

ten Stichprobenumfang dort nicht zutage getreten. 

Durch Überführung der AECA-Quotienten in eine Lognormalve

en Referenzbereich innerhalb von zwei Standardabweichungen festzulegen. 

Auch unter den gesunden Blutspendern gab es Individuen mit pathologisch erhöhten 

AECA-Quotienten. In jedem Test befanden sich 2 von 56 Normalproben (3,6%) mit patholo-
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gischen erhöhten AECA-Quotienten. Es handelte sich dabei um sechs unterschiedliche Pro-

ben. 

 

5.

s ursächlich für die vaskuläre Schädigung betrachtet: Antikörper gegen hu-

ma

Vaskulitiden in Zusammenhang gebracht , , , , , . Dabei korreliert 

ihr

iedlich exprimierte endotheliale Antigene auf mikro- 

un

6,1% im HUVEC-Lysat-

ELISA). Eine ähnliche Immunglobulinverteilung wird für des Kawasaki-Syndom berichtet , , 

166 167. 

 

 

5.4 Bestimmung der AECA bei Patienten mit Verdacht auf Lupus  

antikoagulans 
 
Die Gruppe der Patienten mit V.a. Lupus antikoagulans unterschied sich hinsichtlich der-

Testquotienten deutlich vom Normalkollektiv. Die zellulären AECA-Quotienten waren in 21 

von 52 Fällen (40,4%) für IgG und in 37 von 54 Fällen (68,5%) für IgM positiv. Die Testung 

3 Bestimmung der AECA bei Patienten mit Verdacht auf Vaskulitis 
 
Das Endothel spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Vaskulitiden. Verschiedene 

Stimuli werden al

ne neutrophile Granulozyten (ANCA), Immunkomplexablagerungen, Komplementaktivie-

rung, infektöse Agentien und AECA164. Von vielen Autoren wird der Nachweis von AECA 

mit primären und sekundären 

 Titer häufig mit der Aktivität der Erkrankung oder geht sogar klinischen Manifestationen 

voraus , , 165. Eine Vielzahl an Arbeiten belegt, dass AECA kein Epiphänomen darstellen, son-

dern aktiv zu dem Entzündungsgeschehen beitragen, , , , , , , , , . 

Einzelne Vaskulitisformen zeigen unterschiedliche AECA-Prävalenzen. Die Prävalenz ist 

zudem abhängig von der gewählten Untersuchungsmethode , . Neuere Forschungen lassen 

vermuten, dass verschiedene AECA-Populationen, abhängig von dem klinisch vorrangig be-

troffenen Gefäßbett, auch an untersch

d makrovaskulären Endothelzellen binden.  

Auch bei den hier präsentierten Ergebnissen zeigten die Mittelwerte der Gruppe der Patien-

ten mit V. a. Vaskulitis signifikante Abweichungen von der Referenzgruppe in beiden zellulä-

ren Nachweisverfahren für AECA (p=0.025 für IgG und p<0,001 für IgM). Es lag jedoch kein 

zellulärer AECA-IgG-Quotient oberhalb des ermittelten 2S-Bereich der Referenzgruppe. Be-

sonders die AECA-IgM-Quotienten waren prozentual häufiger positiv als die AECA-IgG- 

Quotienten (89,2% vs. 0% im cHUVEC-ELISA und 75,7% vs. 
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derselben Plasmen auf Lysat ergab weniger häufig positive AECA-Quotienten. 32 von 54 

roben (59,3%) waren positiv für AECA-IgM und nur 8 von 53 (8,1%) Proben für AECA-

 Antikörpern gegen Phospholipide und 

An

zellen dosisabhängig zu steigern172. 

Mö

s: der KCT-Index zeigte sowohl Übereinstimmung mit 

de

,017). Mackworth-Young et al. konnten keine 

Ko

en des LA vermuten. 

Zu

igen für die AECA dienen und zur Entwicklung des 

Kr

 

P

IgG. Bis auf die Unterschiede der Quotienten HUVEC-Lysat IgM/IgM zum Normalkollektiv 

waren die Ergebnisse höchst signifikant (p<0,001, Dunnet-T3 anhand der logarithmierten 

Ursprungsqoutienten).  

Inwieweit eine Kreuzreaktivität der AECA mit den

ticardiolipin besteht, die zur Diagnosesicherung des LA üblicherweise auch bestimmt wer-

den, sollte anhand des Spearman-Korrelationskoeffizienten überprüft werden. Es zeigten sich 

jedoch nur Übereinstimmungen in der Klasse IgG. Der zelluläre AECA-Quotient korrelierte 

sowohl mit den Antiphospholipid-Antikörpern (APLA) (r=0,261, p=0,044, n=60) als auch mit 

den Anticardiolipin-Antikörpern (ACA) (r=0,423, p<0,001, n=72). Eine partielle Überlap-

pung von AECA und APLA bzw. ACA scheint damit wahrscheinlich. Damit bestätigen die 

vorliegenden Befunde ähnliche Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die eine signifikante 

Korrelation der AECA zu Antiphospholipid- oder Anticardiolipin-Antikörpern feststellten , 168, 

169. Weitere andere Gruppen bestätigen dies nicht , 79, , 170, 171. Eine denkbare Erklärung für die 

Assoziation von APLA mit AECA liefen Bordron et al.: AECA haben die Fähigkeit, die Ex-

pression negativ geladener Phospholipide auf Endothel

glicherweise wird so die Bildung von APLA induziert. 

Pathologische Testquotienten korrelierten teilweise mit den Ergebnissen der funktionellen 

Diagnostik des Lupus antikoagulan

m Quotienten cHUVEC-IgG/IgG (r=0,404; n=71; p<0,001) als auch mit dem Quotienten 

HUVEC-Lysat-IgM/IgM (r=-0,273; n=76; p<0

rrelation der AECA zur LA-Aktivität feststellen . 

Die hohe Prävalenz von AECA bei primärem Antiphospholipid-Syndrom läßt ein Mitwir-

ken der AECA in der Pathophysiologie des thrombembolischen Gescheh

mindest kann geschlossen werden, dass AECA sich nur partiell mit den Antiphospholipid-, 

Anticardiolipin- und Lupus antikoagulans-Antikörpern überlappen. Ein oder mehrere weitere 

endotheliale Antigene könnten als Zielant

ankheitsbildes beitragen. 

 

5.5 Bestimmung der AECA bei Patienten mit rheumatischer Grund-

erkrankung 
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In 

ertiter spiegeln die klinische Aktivität der vaskulären Beteili-

gu

 Routinelabor der Abteilung für Rheuma-

tol

alkollektiv ließ sich entgegen der Erwartungen nicht ermit-

tel

erden, . Auch eine immunmodulatori-

sche, antiinflammative Medikation kann dazu führen, dass die AECA-Titer unter der Therapie 

abfallen. 

Durch strengere Charakterisierung der zu untersuchenden Proben könnte auf der Basis der 

entwickelten ELISAs eine genauere Aussage über die relative Häufikeit von AECAs bei Pati-

enten mit rheumatischen Erkrankungen gemacht werden. 

 

 

 

 

 

5.6 Bestimmung der AECA bei Patienten mit systemischem Lupus 

erythematodes 
 
Erste Erwägungen zu dieser Gruppe legten nahe, die Proben zusammen mit denen der Lupus 

antikoagulansgruppe auszuwerten, da bei SLE-Patienten häufig auch Lupus antikoagulans- 

und/oder Anticardiolipin-Antikörper vorliegen, . Durch die eigenständige Entität dieser Auto-

der Literatur werden unterschiedliche Angaben zur Häufigkeit von AECA bei Rheumatoi-

der Arthritis (RA) von 0% bis 87% gemacht , , 80, , , 173, 174. Im Rahmen von RA-assozierter 

Vaskulitis werden AECA häufiger nachgewiesen als bei RA-Patienten ohne vaskulitische 

Komplikationen, 80, . Antikörp

ng wider. 

Die hier untersuchten Proben stammten aus dem

ogie der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim. Es erfolgte keine strenge Sondierung der Proben 

nach den diagnostischen Kriterien der American Rheumatism Association bzw. des American 

College of Rheumatology, nach Hinweisen auf sekundäre vaskulitische Beteiligung oder the-

rapeutischen Interventionen. Pathologisch erhöhte AECA-Quotienten kamen in beiden unter-

suchten Immunglobulinklassen vor, wobei AECA-IgG tendentiell häufiger waren. Ein signi-

fikanter Unterschied zum Norm

n. 

Die untersuchte Gruppe beinhaltet Proben eines heterogenen Patientenkollektivs. Mögli-

cherweise liegt hierin der Grund für die relativ niedrige Häufigkeit AECA-positiver Proben 

innerhalb der Gruppe mit rheumatischer Grunderkrankung. Eine andere Erklärung hierfür 

liefern verschiedene Autoren, die behaupten, dass hauptsächlich antiendotheliale Antikörper 

der Klasse IgA bei Rheumatoider Arthritis gebildet w
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immunerkrankung könnten die Ergebnisse der LA-Gruppe jedoch verfälscht werden. Aus 

diesem Grund sollen die Proben eigenständig betrachtet werden. 

%

läre Entzündungsgeschehen mit dem EC  di her 

Wert für eine gefürchtete Komp s u is, A -

ten r als ein g pr er M ür Nephritis-Episoden, wobei andere serologische 

Para ter unverändert blieben. 

Z r konnt sig Abw en A-Q n der tien m 

Norm lkollekti it ellu chw hre CA er wer ie 

Fallzahl ist jedoch zu klein, um hi iterr  Sc runge hen

 

5.7 ergle  d A ntik n huma utro e 

ranul yte
 
Ne AECAs erde Antik gege ne le Gra ten ) 

gehäuft bei Autoimm kun ach 177. Die Zielantigene von AECAs und 

ANCAs sollen jedoch verschiedene pathogene , 

, 80, nterstri n w e A urc r e fehlen rela n 

AECAs zu ANCAs. 

 

5.8 erspe ven
 
Aufgrund der praktischeren Durchführbarkeit und der geringeren Störanfälligkeit wurde zu-

näc der Lys LI üb ellu ISA chweis ECA i-

sie  der A endun er T vers en P kollekt igte e-

doc ass stat sch ante hun  lektiv orr n 

mit anderen serologischen Markern häufiger anhand von zellulären ELISAs belegbar sind. 

Die hier etablierten zellulären ELISAs stellen  we diagno s Testv rfah-

ren für AECA dar. Ausgehend von den Beobachtungen von Gobel et al. und Chan et al. wird 

es dadurch möglich, bei bekannter Grunderkrankung noch vor dem Auftreten klinischer 

Ko ikatione mu ssi eifen

Die Erstbeschreibung der AECA erfolgt aufgrund ihrer Beobachtung bei Patienten mit ei-

nem SLE. Ihre Prävalenz der AECA-IgG bei dieser Erkrankung schwankt von 15-89%, , 79,  

bzw. 0-58  AECA-IgM79, , , 175. Häufig korrelierte die Aktivität der Krankheit und das vasku-

 A

lik

A-Titer. Insbesondere wurde ihr

 dar

agnostisc

ECation de SLE, die L pusnephrit gelegt. A dien

hie zi ädikativ arker f

me

wa en nifikante eichung der AEC uotiente SLE-Pa ten vo

a v m beiden z lären Na eisverfa n für AE mittelt den. D

eraus we eichende hlußfolge n zu zie . 

 V ich er AEC  mit A örper gegen ne ne phil

G oz n 

ben  w n auch örper n huma neutrophi nulozy (ANCA

unerkran gen beob tet , , 176, 

tische Gruppen von Autoantikörpern darstellen
 . U che ird dies ussage d h die hie rmittelte de Kor tion vo

 P kti  

hst at-E SA gegen er dem z lären EL  zum Na  von A  favor

rt. In nw g beid ests an chieden atienten iven ze sich j

h, d isti  signifik  Abweic gen vom Normalkol bzw. K elatione

damit ein rtvolles stische e

mpl n im nsuppre v einzugr , . 
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Dem von Blank et al. postulierten Ansatz der ungle

sult

ich nd ution a dothe-

lien verschiedenen ngs r d sch A-

Bindung diverser vaskulitischer Erkrankungen 

gangen werden it ät ufw en ier vor en z n 

EL s auf En thel erm mona nal en etc ungs l-

len

Vermög  der  da el in  a ist ber iese , . 

Au  vivo M elle ue hog  P r AEC

A-Ziela gen hie ole ic n mitt unpräzipita-

tion und Immu lot-T iso ige urde s iden . AE n 

SL tienten den we osom eine nationsfaktoren, Fibronek-

tin und β2-Glyk rote

terführe  Ar  de ng os  und T sionsm in 

der Kerckhoff- inik N ben nd hier vo lten s 

AECA-positive Proben identifizi eine ak  ander nnt -

antikörperpopulationen aufwiesen. Auf der Basis von HUVEC-Primärkulturen wurde eine 

endotheliale cDNA-Expressions-Bibliothek erstellt. E.coli wurden mit den cDNA-beladenen 

Pha  transfiz t un ert nduk  Ex der rek ante i-

ne und Immun een ls d -po ro n reak lone i-

ziert. Diese wurden weiter kultiviert und die in nth NA m elf n 

iso . Die w ere  de erfo putergestützt anhand vorbestehender 

Ge enbanke So w wei , bis schri ECA- igen i-

fiziert. 

ind jedo  be no lle e rt. Hi ht w in 

Forschungsbedarf. Die Kenntnis von Struktur nkt Zielan önn n 

zie aueren t rape  A rn eut ndten brei a-

me munsuppressiva- und -modulatoren. 

erige B ühu ze ich hlic s destr Pote er 

AE  doch au  die eri atü ote CA er  vie e-

che , , . 

en Antige

 ch

istrib uf En

 Urspru und de araus re ierenden arakteristi en AEC

könnte anhand der zellulären ELISAs nachge-

. M wenig zus zlichem A and ließ sich die h gestellt elluläre

ISA do zellen d alen, pul len, re en, aortal . Urspr  umste

. 

Das en  AECA, s Endoth  vitro zu ktivieren, eits erw n, , , , 

ch in od  unterma rn das pat enetische otential de A, .  

AEC nti e untersc dlichen M kulargew hts wurde els Imm

nb echnik liert. Ein davon w n bereit tifiziert CA vo

E-Pa bin  beispiel ise an rib ale Prot , Elongi

op in.  

Wei nde beiten in r Abteilu für Häm taseologie ransfu ediz

Kl  in Bad auheim ha  basiere auf den rgestel  ELISA

ert, die k  Kreuzre tivität mit en beka en Auto

gen ier d kultivi . Durch I tion der pression ombin n Prote

scr ing mitte er AECA sitiven P ben wurde tive K  identif

 ihnen e altenen cD ittels H erphage

liert eit  Analyse r cDNA lgte com

ndat n. urden z  weitere her unbe ebene A Zielant e ident

Es s ch i weitem ch nicht a Zielantig ne äaufgekl er beste eiterh

 und Fu ion der tigene k te eine

lgen he utischen nsatz liefe als die h e angewa relativ t wirks

n Im

Bish em ngen kon ntrieren s hauptsäc h auf da uktive ntial d

CA, ch  Charakt sierung n rlicher, pr ktiver AE scheint lverspr

nd , 
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6 Zusa
 
An othelia nti E en von ist und and re 

1971 im Zusa en  Systemischem er es nac sen er 

wu  AECA ensi ters en n u . Sie w eut -

lich i versch enen äre munerkrankungen diskutiert und könnten von dia-

gnostischem W  sein

eginn d er A llte erfahren zum Nachweis von antiendothelialen An-

tikörpern entwickelt werden. Auf der Basis v nen al-ven dot n 

(HU -Zellen nd erte E-Ze UV t) wu LIS m 

Na eis von CA  -Ig iert. tand ch sen etho m 

sem antitati  Na ies ntikörper zur Verfügung. Mit diesen Testverfahren 

folgten Untersuchungen an gesunden Blutspendern und verschiedenen Patientengruppen. Es 

ze ich, das EC una von d t des B nder n. 

E and alle ngs nif rrel  AE r mit unglobulin-

G tkonzen ion ntik sse.  wur otient AEC er 

zu unglob n-G nze erre d d -Konz n im a 

al uotient on -Ig G-K atio . AE -T -

Konzentration angegeben. Damit wurde eine zuverlässige Auswertung gewährleistet. 

onnte g eigt  d  Be le ichen rper ir 

de unden B ölk d. n hi uc nden der n 

si chs Ind uen  pat h d  W ne kli Bee i-

gu

h Etabli ng tve nd ng malwerte wurden AECA-

Konzentrationen bei Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen bestim

Gruppe r P m ht a uliti ) zeigt n z n 

A ELISAs igni bw en lwe der Re grup er 

waren die AECA-IgM-Quotienten prozentual posi ECA otien

Gruppe r Pa mit t au pus gulans  un d 

sich sehr deutlich von der Referenzgruppe. M ahm ECA- otie f 

L asis zei n al wer t si  Erg  

der Gru e de en  nä ierte atischer Grunderkrankung 

(n=108) zeigten sich keine signifikanten Abweichungen der Mittelwerte der AECA-

Q ten von er R ru liche  hie  eine chen a-

mmenfassung 

tiend le A körper (A CA) wurd erstmals  Lundqu  Osterl im Jah

mm hang mit  Lupus ythematod hgewie . Seith

rden  int v mit un chiedlich Methode ntersucht erden h e ursäch

 be ied  vaskul n Autoim

ert . 

Zu B ies rbeit so ein Testv

on huma umbilik ösen En helzelle

VE ) u sonifizi n HUV llen (H EC-Lysa rden E As zu

chw AE -IgG und M etabl  Damit s  eine ho sitive M de zu

i-qu ven chweis d er Autoa

igte s s A A-Titer bhängig  Alter un Geschlech lutspe s ware

s best rdi  eine sig ikante Ko ation der CA-Tite der Imm

esam trat einer A örperkla Deshalb den Qu en der A-Tit

r Imm uli esamtko ntration chnet un ie AECA entratio  Plasm

s Q v AECA G-Titer/Ig onzentr n bzw CA-IgM iter/IgM

Es k ez werden, ass AECA standtei  des natürl Antikö reperto

r ges ev erung sin  Unter de er unters hten gesu Blutspen n fande

ch se ivid  mit als hologisc efinierten erten oh nische inträcht

ng. 

Nac eru der Tes rfahren u Festlegu der Nor

mt. 

Die  de atienten it Verdac uf Vask s (n=37 e in de elluläre

ECA-  s fikante A eichung der Mitte rte von ferenz pe. Hi

häufiger tiv als A -IgG-Qu ten. 

Die  de tienten Verdach f ein Lu  antikoa  (n=54) terschie

it Ausn e der A IgM-Qu nten au

ysat-B gte le Mittel te höchs gnifikante ebnisse.

Bei pp r Patient  mit nicht her defin r rheum

uotien  d eferenzg ppe. Mög  Gründe rfür sind unzurei de Ch
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rakterisierung des K A hi ht erfa urden, 

oder künstlich nied CA ten her en 

In ntionen.

er relativ lein e d ten mis pus er thodes (n=4) 

wichen die Mittelwerte der Quotienten der zellulären AECA-ELISAs zwar signifikant von der 

R zgrupp , ei ßfo ann er Patien  jed ht 

ge n werde

hier erm elte te V en A bei ulitide s an -

lans und SLE stützt die Theorie, dass Endoth an zündun heh er 

E ungen eiligt

leiche v  zel it Z t-EL nd in ratur e

vorliegenden Arbeit konnte ein weiterer Beleg für die Korrelation beider Verfahren erbracht 

w . Aufgu  der ten ion, ng lligke ntig -

lu  die fe  Pha der n pr n D rbarke t de t-

ELISA eine Alternative für die Routinediagnostik der AECA. Die Anwendung der Test-

ve en an ve hied tien ktiv hte ufiger kant -

ni f der B s zel LI

A sche n ein gen e vo

dieser Arbeit an verschiedenen Stellen. Erstes fe chweg eile i-

lu der AEC -Qu in a rsuc ppen artielle elati it 

A iolipin- nti lipid upus oag tikörpe rakt n 

m he AEC Sub ne r. H  k eigt w das A 

nicht identisch sind m n u en A körp r Path e de -

lit  den An rpe  hum troph nu

ollektivs, Vorherrschen von AEC

d v

-IgA, die 

t be

er nic sst w

rige AE -Quotien aufgrun on nich kannten t apeutisch

terve  

In d  k en Grupp er Patien mit syste chem Lu ythema

eferen e ab ne Schlu lgerung k  wegen d  geringen tenzahl och nic

zoge n. 

Das itt  vermehr orkomm von AEC  Vask n, Lupu tikoagu

elzellen dem Ent gsgesc en dies

rkrank bet  sind.  

Verg on lulären m ell-Lysa ISAs si  der Lite xtrem selten. In der 

erden nd  ermittel Korrelat  der geri eren Anfä it der A enkopp

ng an ste se und  bessere aktische urchfüh it biete r Lysa

rfahr rsc enen Pa tenkolle en erbac  jedoch hä  signifi e Ergeb

sse au asi lulärer E SAs. 

AEC ine e hetero e Grupp n Autoantikörpern zu sein. Dies zeigte sich in 

 Indiz lie rn die dur  linksst n Verte

ngen A otienten llen unte hten Gru . Die p n Korr onen m

nticad , A phospho - und L  antik ulans-An rn cha erisiere

öglic A- populatio n genaue ingegen onnte gez erden, s AEC

it andere rsächlich utoanti ern in de ogenes r Vasku

iden, tikö rn gegen ane neu ile Gra lozyten.  
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7 Summary 
 
A dothelia ntibo ECA desc r the e by Lindquist and Oster-

la  associa n w s er osus . Fr day on AECA were thor-

ou  investig d w rent s. To CA ussed e of ar 

au mune di ders a  be stic

he begin g o esis d fo tecti CA h e de d. 

Based on hum  um vein elia HUV d son HU ls 

(HUVEC-lysate) an ELISA was established which was able to detect AECA-IgG and -IgM. 

T says pro de a se etho e se titative ion e 

autoantibodies. This tool was used to investigate healthy blood donors as well as patients with 

di t autoim une diseases. The investigati iled CA-ti  ind nt 

of the donor’s age and gender. However, a significant correlation of AECA-titers and total 

im oglobuli conc n i lass eterm herefo  qu f 

AECA-titers and imm ilin- atio uilt e plas entr f 

A was d crib AEC titer cen or AE M-t -

concentration. Thus, a reliable evaluation was achieved. 

as show hat re p e ph cal h tibody oire g 

th ed healt  blo s s uals ECA efined olog re 

de d withou lini ance

r establ ing ys in e CA-co ation a-

tie ith diffe nt di er ed.

e cellul assa ts ecte itis ( owed ficant devia-

tion in mean A A-qu com  the e g this ca ercen f 

positive AECA-IgM-quotients was higher than of AECA-IgG-quotients. 

group o atien cte uffer  Lupus anticoagulans (n=54) differed 

clearly form the reference group. Except of A M-q  on ly sis a n 

va showed hly nt r

nts wit ndef eum ase (  did w a significant deviation 

with regards to the mean AECA-quotient valu pared to the reference group. Possible 

reasons are the missing characterisation of th ctive ominance of AECA-IgA, 

which were not included in this investigation, o

known therapeutic interventions. 

ndien l a dies (A ) were ribed fo  first tim

nd in tio ith Lupu ythemat  in 1971 om that 

ghly ate ith diffe  method day AE  are disc as caus  vascul

toim sor nd can of diagno  value. 

At t nin f this th  a metho r the de on of AE ad to b velope

an bilical  endoth l cells ( EC) an icated VE-cel

he as vi highly nsitive m d for th mi-quan  detect of thes

fferen m ons reve  that AE ters are epende

mun n entratio n each c  was d ined. T re the otient o

unglob concentr n was b  and th maconc ation o

ECA es ed as A-IgG- /IgG-con tration CA-Ig iter/IgM

It w n t AECA a art of th ysiologi uman an  repert . Amon

e test hy od donor ix individ  with A -titers d  as path ic, we

tecte t c cal relev . 

Afte ish the assa and defin g referenc values AE ncentr s in p

nts w re seases w e determin  

In th ar y patien with susp d vascul n=37) sh  a signi

EC otients pared to  referenc roup. In se the p tage o

The f p ts suspe d to be s ing from

ECA-Ig uotients sate ba ll mea

lues hig  significa esults. 

Patie h u ined rh atic dise n=108)  not sho

es com

e colle , a pred

r artificially low AECA-quotients due to un-
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In the relatively small group of patient g em us er atosus 

(SLE) the mean A ISA ts i f ifi m 

those of the reference group. Nevertheless, conc  can rawn  of 

am  of patie  inc

 investi ion  the f the eliu  part nflam n 

se  vasculit s, lup coa d SL

parisons of ce  ce ELI extr re in li . Th s-

tig  added the ard rrel both s. Tog ith th er 

su ibility o antig ling solid  and creased icabil is 

m the lysat LISA d alte  to th ar E  routin ostic -

ever, applicationof both assays in different pati ups m ten sh ignifi e-

sults using the cellular ELISAs. 

 investi ion in  tha  are a heterogenic group of antibodies, as indicated 

by the leftsided shape of the distribution of AECA-quotients in all exam tien s. 

The partial correlation with anticardiolipin-, antiphospholipid- and lupus anticoagulans-

antibodies might characterize possible AECA ulat wever  sho at 

AECA are not identical with anti-neutrophil-cy atic antibodies (ANCA), another etio-

lo toantib  in gen ascu

s sufferin

llula

from syst

 di

ic lup ythem

ECA-EL -quotien n the ce r assays fered sign cantly fro

lusions  not be d because the small 

ount nts luded.  

This gat supports  thesis o  endoth m being of the i matio

en in ide us anti gulans an E.  

Com llular and ll-lysate- SAs are emely ra terature is inve

ation ano r clue tow s the co ation of  method ether w e low

scept f en-coup  to the  phase  the in  pract ity th

akes e-E  a goo rnative e cellul LISA in e diagn s. How

ent gro ore of owed s cant r

This gat dicates t AECA

ined pa t group

subpop ions. Ho , it was wn th

toplasm

gic au ody the patho esis of v litides. 
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8 Anhang 

Tabelle 24: Testergebnisse zu den Bestimmungen von antiendothelialen Antikörpern, IgM- und IgG-
ionen  1=V li e u ans; Gruppe 3=Patienten 

rund ung; S e th  Gruppe 5=gesunde 
Blut ende

Nu er Gruppe cHUVEC/ 
IgM 
[U/m  

cHUVEC/ 
Ig
[U

EC-
t/IgM 
l] 

ysat/IgG
U/ml] 

IgM 
 
[mg/ml] 

IgG 
 
[mg/ml] 

Plasmakon
mit rheuma

zentrat
tischer G
r. 

. Gruppe
erkrank

.a. Vasku
Gruppe 4=

tis; Grupp
ystemisch

 2=V.a. Lup
r Lupus ery

s antikoagul
ematodes (SLE);

sp

mm

l]
G 
/ml] 

HUV
Lysa
[U/m

HUVEC- 
L  
[

1 646 8 1 5,45 370,46 1,080 14,20 1 ,8 618,2 57
2 768 0 6 7,87 691,34 0,990 13,60 1 ,5 390,3 42
3 374 2 3 4,82 556,02 0,540 15,90 1 ,1 280,3 29
4 1660 0 8 3,89 1511,47 2,590 15,40 1 ,5 1200,3 79
5 1157,68 304,33 292,46 858,80 2,820 17,15 1 
6 659 9 5 7,39 1180,90 1,270 13,65 1 ,7 412,0 28
7 162 7 4 9,39 2819,22 0,700 14,20 1 ,6 261,1 18
8 4  9 2,31 712,83 0,620 11,30 1 05,23 192,8 18
9 4  9 8,41 36,73 1,530 18,15 1 37,73 496,2 71 4  

10 4  8 7,77 33,2 1,160 6,45 1 80,18 139,4 20  1 7 
18 2  49,6 0,270 7,40 1 50,35 156,56 69,81 15 5 
22 4  7 5,6 0,550 15,20 1 26,44 141,3 16 970,76 
26 7  5 0,59 47, 0,840 12,60 1 81,70 251,5 32  19 24 
29 4  7 4,93 71, 0,760 16,75 1 73,11 433,9 27 26 98 
33 7  8 2,69 69,43 1,040 13,75 1 93,01 92,5 32 14  
40 3  9 2,75 49,7 0,450 13,25 1 74,80 453,6 5  7 2 
42 18  3 9 2,83 8,43 0,660 11,40 1 80,66 39,7 14
43 3  3 3 6,97 75,61 1,100  1 93,92 75,7 10 4  
44 8  6 5,23 19,3 2,030 11,70 1 07,15 267,6 34  2 4 
45 8  7 4,78 48,13 4,090 12,35 1 43,92 256,9 37 3  
46 3  4 3 9,40 68,31 0,770 11,75 1 47,25 43,6 33 4  
47 8  0 3,71 47,5 1,250 15,65 1 35,24 542,4 48  8 7 
48 1  7 1,39 82,3 0,410 6,25 1 62,67 150,2 2 5 
49 3  1 1 3,15 11,28 0,470 13,95 1 31,69 09,8 24 8  
50 2  2 5,59 66,01 0,460 10,35 1 63,81 245,5 14  33  
62 3  6 8,19 18,6 0,340 8,60 1 28,87 254,2 30  4 6 
67 16  1124,89 326,80 467,50 1,030 15,85 1 85,51
68  0 0,1 38,3 2,090 11,30 1 469,92 198,8 102 8 3 9 
69  1 2 0,50 06,22 0,420 9,70 1 45,36 58,3 12 4  
71 1  1 3 3,47 62,67 0,300 19,65 1 04,69 68,1 41 1  
72 1  3 9 9,57 758,81 0,290 9,40 1 96,90 17,2 33 21  
81  222,25 46,93 0,260  1 87,38 183,62 
83 3  1 3 8,41 54,73 1,400  1 71,93 42,0 39 2  
85  5 6,4 57,29 0,260  1 98,74 113,9 25 9 1  
87 1  3 1 3,64 24,64 0,380 4,60 1 02,33 18,3 11 3  
88 5  2 2 3,38 40,99 1,640 18,30 1 70,45 44,6 64 11  
91 2  4 7 1,47 04,96 0,370 16,60 1 27,56 94,0 3 1  
11 5  1897,68 143,98 488,08 1,090 17,25 2 61,30
12 5  8 6 2,36 14,4 1,060 13,55 2 11,73 104,0 29  15 5 
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Nummer Gruppe cHUVEC/ 

I
[U

C
Ig
[U

sat/IgM
l] 

ysat-Ig
/ml] 

 
 
mg/ml] 

IgG 
 
[mg/ml] 

gM 
/ml] 

cHUVE
G 

/ HUVE
Ly

/ml] 

C-
 

HUV
L

[U/m

EC-
G 

IgM

[U [
13 3  6997,46 80,77 49,04 0,800 9,80 2 06,55 15  
14 10  5 8 9,43 02,33 4,150 15,70 2 91,72 775,2 34  11  
15 5  8 7 2,96 081,57 0,750 17,80 2 45,20 180,7 118 14  
16 3  47 8 8,58 06,56 2,150 12,20 2 92,40 21,5 7 29  
17 3  4 0 8,31 284,2 0,580 17,25 2 51,03 842,6 7  14 9 
19 6  9 6 3,52 42,94 3,650 11,45 2 73,33 43,4 45 7  
20 5  4 0 6,96 482,27 1,540 10,30 2 47,81 842,6 12 19  
21 3  35 7 5,96 80,82 2,320 22,15 2 30,88 40,6 25 62  
23 5  5 7,13 17,1 0,570  2 78,85 333,0 17  1 1 
24 5  2 6 3,25 66,6 2,860 22,20 2 81,55 568,0 10  58 3 
25 1  1034,46 128,05 818,88 0,540 14,65 2 87,15
27 1  1195,99 120,99 864,04 0,620 21,35 2 91,55
28 4  1 4 1,1 63,82 0,540 14,30 2 63,50 327,9 74 5 12  
30 4  16 2 1,79 50,72 0,650 17,00 2 01,33 38,2 4 4  
31 6  3 6 5,22 05,59 4,120 9,80 2 07,10 23,8 18 20  
32 4  1 2 9,98 83,11 0,550 12,60 2 56,13 188,0 65 10  
34 2  11 3 6,88 27,94 0,300 13,20 2 57,87 159,8 10 2  
35 9  94 1 4,89 95,53 1,030 33,95 2 01,59 62,3 14 18  
36 5  2 8 5,61 42,13 2,960 4,60 2 94,23 08,2 27 1  
37 3  3 2 6,74 81,97 1,030 9,20 2 48,89 50,1 26 7  
38  358,53 28,63 8,56 0,690 8,70 2 81,21
39 2 581,56 12 4 4,02 69,81 1,470 22,70 82,4 38 16  
41 1208,24 168,12 964,70 594,34 1,430 12,05 2 
51 4  5 7,79 69,1 0,600 15,80 2 29,27 308,3 15  18 4 
52 16  10 9 7,54 59,54 0,580 25,35 2 57,22 75,5 26  26  
53 1776,02 952,67 647,62 888,16 1,070 16,20 2 
54 8  12 8 6,65 07,24 0,380 15,75 2 18,47 28,9 33 10  
55 2  1 2 4,86 82,14 0,620 14,30 2 96,34 49,5 22
56 3  13 4 9,98 28,90 0,580 12,20 2 54,36 23,1 121 11  
57 1  5 8 1,53 013,3 0,180 12,40 2 77,06 069,3 14  16 3 
58 1273,51 368,52 970,79 154,62 1,210 17,30 2 
59 1569,07 5792,88 694,37 651,29 1,050 15,55 2 
60 3  2599,84 470,79 403,13 1,850 17,75 2 39,01
61 2 124,31 1713,94 298,03 1798,07 0,680 15,35 
63 2 863,57 984,14 495,18 2715,82 0,950 16,95 
64 2 394,15 3620,30 106,97 549,04 1,670 16,05 
65 2 171,89 2583,54 36,44 188,27 1,690 38,75 
66 2 324,33 7259,97 1064,29 4290,19 1,690 23,60 
70 2 407,26 2685,29 296,69 4950,30 0,360 19,45 
73 2 86,16 117,29 287,02 161,19 0,480 9,30 
74 2 79,65 118,57 54,22 281,61 0,250 10,75 
75 2 225,09 106,28 78,51 71,91 1,890 12,50 
76 2 25,38 899,19 24,27 2868,40 0,290 8,05 
77 2 113,30 234,59 70,60 1123,43 0,390 20,40 
78 2 23,25 76,12 29,19 39,74 0,500 11,25 
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Nummer Gruppe cHUVEC/ 

IgM 
cHUVEC/ HUVEC- HUVEC- IgM IgG 

[U/ml] 
IgG Lysat/IgM Lysat-IgG 

[U/ml] 
 
[mg/ml] 

 
[mg/ml] [U/ml] [U/ml] 

79 2 461,33 1920,15 106,77 753,57 0,980 14,75 
80 2 21,8 1,34 36447,41 4,120 24,60 24 7  366
82 2 214,51 130,22 190,96 379,09 0,840 9,85 
84 2 224,55 284,83 125,98 1171,66 0,440 13,25 
86 2 709,43 2196,47 316,89 11804,58 0,790 25,85 
89 2 122,25 276,70 290,16 1382,89 0,440 10,15 
90 2 176,93 389,13 151,28 658,14 0,390 13,35 
92 3 161,36 717,84 582,46 3611,30 3,520 13,40 
93 3 515,26 424,03 828,67 65,18 2,570 13,30 
94 3 169,02 242,19 346,12 160,57 7,250 15,90 
95 3 170,04 129,25 204,11 634,04 2,880 13,80 
96 3 293,86 160,04 173,72 139,95 2,210 9,00 
97 3 425,73 102,74 291,75 722,99 8,730 15,35 
98 3 76,98 157,49 97,52 134,79 1,050 11,25 
99 3 85,49 625,64 43,53 1590,57 1,950 9,90 

100 3 138,40 898,38 136,51 2470,51 5,840 16,40 
101 3 78,0 2  2,320 12,80 1 3 66,06 88,02 330,74 
102 3 557,79 2032,00 976,65 570,88 7,170 14,35 
103 3 344,29 231,36 187,93 93,54 6,150 8,95 
104 3 16,9 1  48,24 496,11 8,460 11,05 10 2 98,71 2
105 3 464,22 818,68 627,94 1189,66 5,030 17,95 
106 3 139,76 1103,37 167,16 227,61 2,780 16,05 
107 3 260,18 620,84 185,95 36,82 7,690 16,85 
108 3 205,08 1211,46 735,72 503,84 2,860 14,15 
109 3 522,06 18486,67 185,95 29235,29 1,920 27,10 
110 3 201,99 2177,58 439,08 1234,78 1,920 11,05 
111 3 1259,62 332,39 514,23 2064,97 19,400 11,50 
112 3 367,25 721,68 343,17 908,63 5,450 16,80 
113 3 222,30 191,29 345,15 183,78 1,960 14,90 
114 3 239,26 2575,16 217,52 245,50 5,930 15,95 
115 3 259,05 366,07 593,61 383,10 5,010 13,75 
116 3 91,54 565,14 187,31 666,40 2,730 12,15 
117 3 90,46 1984,33 300,58 695,54 1,840 14,00 
118 3 213,41 293,98 380,20 325,55 2,170 8,80 
119 3 215,57 490,23 3459,97 562,80 4,670 19,10 
120 3 3154,91 494,07 1520,80 496,42 35,700 11,95 
121 3 227,27 279,84 657,63 270,51 4,670 16,45 
122 3 276,15 676,58 322,74 293,17 5,130 14,60 
123 3 194,33 1673,29 36,36 946,46 1,020 20,10 
124 3 272,69 431,18 665,02 800,77 4,660 20,00 
125 3 605,53 514,42 2133,12 758,68 9,17 27,15 
126 3 924,10 2017,06 1207,57 541,75 10,421  
127 3 358,05 1195,47 364,60 335,27 9,750 15,65 
128 3 214,49 18888,26 130,89 987,90 2,030 31,15 
129 3 143,76 473,34 137,46 711,17 3,190 7,60 
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Nummer Gruppe cHUVEC/ 

IgM 
[U/ml] 

cHUVEC/ 
IgG 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat/IgM 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat-IgG 
[U/ml] 

IgM 
 
[mg/ml] 

IgG 
 
[mg/ml] 

130 3 213,41 675,50 265,29 2334,71 3,000 19,70 
131 3 396,74 871,16 259,45 462,43 4,900 17,50 
132 3 105,42 1628,97 70,50 4046,95 2,160 12,00 
133 3 37,18 995,48 157,16 383,10 1,180 17,35 
134 3 329,98 239,71 537,79 1064,64 4,910 19,05 
135 3 561,93 733,87 294,02 1195,77 8,510 27,60 
136 3 116,47 319,08 105,86 299,02 6,570 17,30 
137 3 132,17 279,42 126,80 5,91 3,960 10,25 
138 3 179,64 731,50 339,69 777,38 5,890 21,45 
139 3 50,13 1485,10 176,81 5107,54 2,430 28,30 
140 3 67,19 627,16 109,74 902,86 2,380 15,85 
141 3 553,81 703,38 140,09 348,68 5,630 20,75 
142 3 144,99 780,88 161,04 372,21 3,120 17,80 
143 3 237,02 898,34 727,51 215,03 18,510 21,35 
144 3 271,31 849,60 172,90 2578,63 5,550 19,20 
145 3 49,05 212,87 29,15 416,73 2,190 21,75 
146 3 60,60 459,36 162,63 2,47 ,730 12,55 1
147 3 142,64 360,63 457,55 825,24 3,730 15,60 
148 3 673,84 569,05 266,97 1183,65 9,060 13,60 
149 3 533,95 1108,30 71,52 743,79 12,530 18,95 
150 3 357,05 800,86 598,50 277,09 8,600 17,75 
151 3 98,78 568,11 219,40 2365,92 4,410 10,65 
152 3 315,54 294,39 467,11 262,03 5,550 13,75 
153 3 215,53 263,48 30,11 1844,07 1,300 13,80 
154 3 428,59 258,80 200,82 77,13 5,840 10,25 
155 3 213,45 731,81 53,63 1515,22 2,970 16,40 
156 3 376,96 279,40 106,89 184,00 2,420 14,85 
157 3 614,10 1155,17 90,17 3719,88 3,110 26,55 
158 3 370,51 523,84 654,04 785,68 6,190 11,40 
159 3 102,40 623,74 57,17 2007,52 0,580 11,35 
160 3 132,42 546,47 83,47 334,18 0,720 11,50 
161 3 943,03 372,67 564,49 351,56 7,170 17,65 
162 3 3717,86 733,80 3450,04 1416,38 45,880 16,10 
163 3 290,90 307,25 228,04 571,56 3,860 11,55 
164 3 316,72 1393,42 173,58 359,78 4,040 20,35 
165 3 185,78 372,67 540,71 2322,94 5,320 14,75 
166 3 95,01 148,71 69,48 196,87 0,650 16,35 
167 3 48,73 781,11 51,57 2720,46 4,150 15,65 
168 3 157,86 519,85 273,09 679,10 2,120 11,50 
169 3 633,42 3923,95 652,41 2667,90 8,867 25,55 
170 3 156,61 1454,48 1566,91 279,05 6,972 18,80 
171 3 117,73 326,99 326,36 220,2 2,373 16,70 
172 3 475,14 1782,16 1905,92 712,84 11,412 32,75 
173 3 342,29 511,68 440,56 512,99 1,916 10,85 
174 3 104,46 481,89 178,89 313,13 2,194 11,85 
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Nummer Gruppe cHUVEC/ 

IgM 
[U/ml] 

cHUVEC/ 
IgG 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat/IgM 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat-IgG 
[U/ml] 

IgM 
 
[mg/ml] 

IgG 
 
[mg/ml] 

175 3 79,44 401,46 118,29 215,29 3,076 15,00 
176 3 398,54 389,55 780,39 190,77 7,968 25,55 
177 3 115,18 1405,33 151,98 286,41 0,834 20,30 
178 3 494,92 775,31 99,11 942,12 0,883 17,05 
179 3 45,99 453,59 114,05 53,45 0,975 5,90 
180 3 104,20 852,76 87,57 383,02 2,991 12,05 
181 3 207,67 735,09 611,31 613,53 4,291 17,45 
182 3 203,84 682,96 415,98 33,83 4,306 12,05 
183 3 89,39 784,24 253,68 14,22 2,287 10,35 
184 3 46,50 577,21 324,24 477,43 5,111 12,55 
185 3 74,33 1152,13 352,42 387,12 3,702 11,10 
186 3 144,03 717,22 525,28 414,90 3,760 15,45 
187 3 158,07 995,74 268,51 349,92 3,171 16,50 
188 3 95,52 3176,26 427,21 318,04 5,709 16,00 
189 3 278,46 367,57 379,12 333,98 3,204 14,55 
190 3 266,53 537,04 942,27 413,67 6,150 26,05 
191 3 77,28 1133,78 81,59 992,86 ,774 25,50 0
192 3 187,15 348,75 127,22 506,26 5,280 17,30 
193 3 228,04 485,17 716,76 541,25 3,152 11,20 
194 3 81,49 421,67 58,12 493,10 0,749 19,85 
195 3 89,92 1170,75 85,67 991,92 0,702 21,45 
196 3 189,68 143,66 128,03 432,83 5,160 18,00 
197 3 295,04 432,55 309,56 307,65 5,121 8,75 
198 3 144,78 2633,57 301,01 433,86 4,119 17,10 
199 3 214,76 491,94 404,95 484,79 3,550 12,00 
200 4 663,69 8604,86 1101,38 4551,76 1,670 23,90 
201 4 382,24 1480,22 227,45 803,55 1,640 16,40 
202 4 243,46 4830,35 180,02 5753,57 1,010 20,60 
203 4 387,40 6775,15 374,08 752,13 0,400 26,30 
204 5 91,19 233,32 158,45 338,00 0,591 8,25 
205 5 39,21 140,48 118,04 264,09 0,591 5,60 
206 5 62,15 150,38 46,86 28,43 1,534 4,80 
207 5 47,63 317,69 98,29 419,74 0,931 5,10 
208 5 131,56 315,33 85,89 289,30 1,666 8,75 
209 5 114,14 426,09 63,85 45,83 0,774 4,70 
210 5 235,61 184,31 146,05 267,57 4,258 3,85 
211 5 1,45 51,40 0,94 199,74 0,111 5,00 
212 5 45,60 139,54 28,03 176,26 0,889 6,65 
213 5 58,96 226,26 22,98 211,91 0,798 5,20 
214 5 109,20 135,77 81,76 80,61 1,328 8,45 
215 5 156,54 252,43 88,65 304,96 1,301 6,70 
216 5 70,86 118,33 61,10 126,70 1,695 5,25 
217 5 52,57 153,20 32,16 57,32 0,727 6,30 
218 5 112,98 245,58 67,07 4,96 3,061 4,35 
219 5 189,94 256,89 109,31 1134,35 2,370 6,05 
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Nummer Gruppe cHUVEC/ 

IgM 
[U/ml] 

cHUVEC/ 
IgG 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat/IgM 
[U/ml] 

HUVEC-
Lysat-IgG 
[U/ml] 

IgM 
 
[mg/ml] 

IgG 
 
[mg/ml] 

220 5 169,61 361,05 91,40 476,26 3,094 10,70 
221 5 128,95 182,43 103,34 127,57 1,420 6,15 
222 5 75,80 623,01 38,13 2474,90 0,474 3,45 
223 5 106,01 415,72 83,60 181,48 1,305 6,65 
224 5 69,12 112,20 32,16 180,61 0,372 5,15 
225 5 65,64 92,41 32,62 88,43 1,786 8,20 
226 5 130,69 294,12 101,97 658,96 2,171 11,70 
227 5 211,14 138,59 147,89 185,83 3,955 5,30 
228 5 58,96 242,28 28,03 89,30 1,075 1,25 
229 5 148,41 139,54 42,73 190,17 1,418 9,60 
230 5 25,27 87,69 39,05 315,39 0,196 3,05 
231 5 26,72 49,05 33,08 32,78 0,712 6,30 
232 5 89,16 162,16 51,91 63,22 0,769 8,90 
233 5 73,19 134,35 49,62 50,17 0,742 8,05 
234 5 96,71 149,91 45,94 152,78 2,024 8,60 
235 5 118,49 221,28 74,41 87,57 1,227 13,45 
236 5 146,38 388,85 69,36 198,87 ,190 9,60 2
237 5 33,69 151,32 27,11 173,65 0,994 5,75 
238 5 79,87 399,69 39,05 113,65 0,816 7,55 
239 5 105,72 154,62 65,69 162,35 0,935 6,15 
240 5 78,71 318,63 49,16 108,43 2,198 7,40 
241 5 236,70 256,89 179,57 212,78 2,054 5,50 
242 5 51,99 506,68 40,89 1069,67 2,655 7,00 
243 5 59,25 181,01 38,59 106,52 0,887 11,80 
244 5 73,77 382,26 86,81 10,17 0,860 10,40 
245 5 84,80 203,63 81,30 298,00 0,995 3,55 
246 5 99,91 228,61 90,95 18,87 1,756 9,85 
247 5 65,64 119,74 69,82 209,30 2,267 5,00 
248 5 85,39 892,01 45,48 204,09 1,058 9,60 
249 5 78,12 514,14 47,32 41,48 1,095 10,85 
250 5 50,24 125,87 53,29 268,42 1,102 5,75 
251 5 192,85 252,65 183,25 485,83 0,690 12,90 
252 5 108,04 271,81 84,52 113,65 1,883 8,10 
253 5 136,79 336,54 88,19 62,35 2,119 10,05 
254 5 165,26 228,61 165,34 114,52 2,138 13,10 
255 5 89,45 138,12 56,50 75,39 0,533 11,20 
256 5 203,59 193,27 121,25 172,78 1,727 9,85 
257 5 76,67 425,27 52,83 2991,26 0,465 8,65 
258 5 173,39 221,07 170,39 301,48 0,958 8,00 
259 5 115,70 333,24 31,25 126,70 0,242 10,05 
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Tabelle 25: Testergebnisse der funktionellen Gerinnungstests und immunologischen Tests. KCT-Index; 
RVV-Test; Antikardiolipin-Antikörper (ACA) und Antiphospholipidantikörper (APLA) der Immunglobulin-
Klassen M und G (IgM, IgG). 

Nummer KCT-
Index 

RVV-
Test 

ACA/Ig
G 

ACA/Ig
M 

APLA/Ig
G 

APLA/Ig
M 

1 1,0  7,0 1,0   
4 50,0  10,3 9,3   
5 1,0  5,9 3,7   
9 1,0  4,3 9,3   

11 27,8  19,4 38,6   
12 41,5  18,3 15,7   
13 49,8  100,0 100,0   
14 59,6  80,0 100,0   
15 75,0  12,6 1,0   
16 73,8  100,0 100,0   
17 1,0  2,1 6,3   
19 54,7 58,0 100,0 23,1   
20 58,9 50,5 18,6 3,1 6,7 5,6 
21 85,5 83,3 19,7 100,0 16,3 76,5 
22 1,0 33,5 4,2 1,0 7,3 5,3 
23 67,9 47,5 18,7 22,0 6,4 21,1 
24 70,0 67,4 14,5 100,0 23,1 122,0 
25 39,0 53,4 16,3 1,0 5,4 4,3 
27 66,3 59,6 17,2 3,1 5,3 4,7 
28 45,5 48,3 100,0 12,5 64,2 16,6 
30 1,0 38,1 5,5 7,2 4,7 5,3 
31 28,7 38,0 2,7 3,5 4,2 7,9 
32 43,1 46,9 100,0 10,6 99,9 13,0 
33 1,0 30,2 32,3 4,4 6,9 4,2 
34 31,4 35,2 3,6 4,6 5,6 5,2 
35 56,7 58,4 34,0 55,0 26,4 36,3 
36 47,8 42,1 11,6 23,6 7,9 20,5 
37 74,5 39,6 5,4 1,8 6,6 5,1 
38 31,0 63,0 30,1 1,0 18,9 4,8 
39 28,0 34,0 28,2 14,8 19,1 15,8 
40 1,0 24,0 17,1 1,0 3,7 4,6 
41 60,0 120,0 100,0 8,7 167,0 21,0 
42 1,0 39,0 1,5 1,0 2,8 4,2 
43 1,0 38,0 6,0 9,3 5,3 5,5 
44 6,9 34,0 2,2 4,0 4,9 5,3 
45 1,0 30,0 5,6 1,0 8,0 5,4 
46 1,0 36,0 4,0 1,0 4,8 4,6 
47 1,0 43,0 100,0 10,2 162,8 6,9 
49 1,0 41,0 2,6 1,8 4,7 4,1 
50 1,0 24,0 3,5 9,3 2,7 4,1 
51 1,0 27,0 2,2 1,5 2,4 4,3 
52 1,0 34,0 28,0 1,0 5,3 4,2 
53 1,0 30,0 74,0 10,0 22,5 31,8 
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Nummer KCT-

Index 
RVV-
Test 

ACA/Ig
G 

ACA/Ig
M 

APLA/Ig
G 

APLA/Ig
M 

54 1,0 30,0 24,7 0,8 8,1 3,8 
55 1,0 36,0 5,3 2,8 4,2 3,9 
56 1,0 37,0 20,5 8,7 48,0 9,0 
57 1,0 27,0 11,5 3,2 6,0 4,0 
58 23,0 38,0 8,8 13,6 6,0 4,0 
59 1,0 29,0 78,8 40,4 16,2 10,8 
60 1,0 30,0 2,8 1,1 4,2 5,9 
61 1,0 34,0 10,2 0,5 4,4 4,1 
62 1,0 28,0 8,6 4,3 7,7 4,0 
63 1,0 35,0 24,0 12,0 15,1 13,2 
64 1,0 26,0 38,3 23,7 16,5 48,3 
65 1,0 34,0 3,0 6,5 5,2 4,4 
66 1,0 32,0 18,3 29,9 10,3 10,0 
67 4,6 39,0 85,6 2,2 104,3 4,9 
68 1,0 30,0 3,4 4,2 4,4 4,1 
69 1,0 34,0 2,7 3,9 3,6 4,5 
70 1,0 29,0 25,0 5,6 6,4 4,6 
71 1,0 41,0 2,6 1,5 4,0 4,6 
73 1,0 32,0 4,9 2,1 6,9 4,1 
74 8,6 39,0 8,2 5,2 7,2 5,6 
75 1,0 32,0 8,7 2,4 7,7 6,6 
76 1,0 30,0 3,5 6,3 4,5 6,8 
77   3,8 5,5 6,3 9,8 
78 2,4 37,0 5,4 6,9 7,8 7,7 
79 39,0 63,0 11,2 19,8 30,5 31,3 
80 1,0 26,0 8,7 7,3 10,6 7,2 
82 1,0 37,0 17,2 4,8 53,3 8,5 
83 19,6 39,0 4,6 4,8 6,2 5,8 
84 1,0 24,0 3,2 3,8 3,9 6,8 
85 1,0 38,0 3,3 2,4 3,6 4,4 
86 37,0 70,0 17,6 53,0 24,0 63,8 
87 17,0 38,0 1,0 1,0 4,9 5,2 
89 1,0 28,0 2,4 0,9 7,1 5,5 
90 1,0 36,0 1,1 0,7 6,9 5,5 

 
 



 92     Anhang 
 

Tabelle 26:Testergebnisse zum Nachweis von Antikörpern gegen humane neutrophile Granulozyten 
(ANCA). 1= negativ; 2=positiv. 

Nummer ANCA Nummer ANCA Nummer ANCA
92 1 153 1 124 2 
93 1 154 1 126 2 
94 1 155 1 128 2 
95 1 156 1 133 2 
97 1 157 1 135 2 
98 1 158 1 139 2 
99 1 160 1 142 2 
100 1 161 1 146 2 
101 1 163 1 149 2 
102 1 164 1 152 2 
103 1 165 1 159 2 
104 1 166 1 162 2 
105 1 167 1 169 2 
107 1 168 1 176 2 
109 1 170 1 177 2 
111 1 171 1 179 2 
112 1 172 1 182 2 
113 1 173 1 198 2 
114 1 174 1 135 2 
115 1 175 1 
117 1 178 1 
118 1 180 1 
119 1 181 1 
120 1 183 1 
121 1 184 1 
122 1 185 1 
125 1 186 1 
127 1 187 1 
129 1 188 1 
130 1 189 1 
131 1 190 1 
132 1 191 1 
134 1 192 1 
136 1 193 1 
137 1 194 1 
138 1 195 1 
140 1 196 1 
141 1 197 1 
143 1 199 1 
144 1 96 2 
145 1 106 2 
147 1 108 2 
148 1 110 2 
150 1 116 2 
151 1 123 2 



Anhang    93  
 

Männer                    Frauen

A
E

C
A

-Ig
M

-T
ite

r [
U

/m
l]

300

200

100

0

-100

 
Abbildung 30: AECA-IgM-Titer bei den Geschlechtern gemessen im cHUVEC-IgM. Die AECA-IgM-Titer 
von 43 männlichen und 13 weiblichen gesunden Blutspendern wurden im zellulären HUVEC-ELISA bestimmt. 
Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney ergab eine Irrtumswahrscheinlichkeit für die Annahme der 
Nullhypothese von p=0,1429. 
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Abbildung 31: AECA-IgG-Titer bei den Geschlechtern gemessen im cHUVEC-IgG. Die AECA-IgG-Titer 
von 43 männlichen und 13 weiblichen gesunden Blutspendern wurden im zellulären HUVEC-ELISA bestimmt. 
Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney ergab eine Irrtumswahrscheinlichkeit für die Annahme der 
Nullhypothese von p=0,3416. 
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Abbildung 32: AECA-IgG-Titer bei den Geschlechtern gemessen im HUVEC-Lysat-IgG. Die AECA-IgG-
Titer von 43 männlichen und 13 weiblichen gesunden Blutspendern wurden im HUVEC-Lysat-ELISA bestimmt. 
Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney ergab eine Irrtumswahrscheinlichkeit für die Annahme der 
Nullhypothese von p=0,3271. 
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Abbildung 33: Korrelation zwischen Alter und AECA-IgG-Titer gemessen im HUVEC-Lysat-IgG. Die 
AECA-Titer von 56 gesunden Blutspendern im Alter zwischen 19 und 66 Jahren (mittleres Alter 39 Jahre) wur-
den bestimmt und ihre Korrelation zum Alter nach Spearman überprüft. Hierbei ergab sich für den HUVEC-
Lysat-ELISA eine Korrelation zwischen AECA-IgG-Titer und dem Alter von r=-0,1409 (p=0,300). 
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Abbildung 34: Korrelation zwischen Alter und AECA-IgG-Titer gemessen im cHUVEC-IgG. Die AECA-
Titer von 56 gesunden Blutspendern im Alter zwischen 19 und 66 Jahren (mittleres Alter 39 Jahre) wurden be-
stimmt und ihre Korrelation zum Alter nach Spearman überprüft. Hierbei ergab sich für den zellulären HUVEC-
ELISA eine Korrelation zwischen AECA-IgG-Titer und dem Alter von r=0,0424 (p=0,757). 
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Abbildung 35: Korrelation zwischen Alter und AECA-IgM-Titer gemessen im cHUVEC-IgM. Die AECA-
Titer von 56 gesunden Blutspendern im Alter zwischen 19 und 66 Jahren (mittleres Alter 39 Jahre) wurden be-
stimmt und ihre Korrelation zum Alter nach Spearman überprüft. Hierbei ergab sich für den zellulären HUVEC-
ELISA eine Korrelation zwischen AECA-IgM-Titer und dem Alter von r=-0,2619 (p=0,051). 
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Abbildung 36: Korrelation zwischen Antiphospholipid-Antikörpern der K
AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. Bei 61 Patienten mit dem Ver

lasse IgG (APLA-IgG) und dem 
dacht auf das Vorliegen eines Lu-

uotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG mit dem Vorliegen von Antiphospho-
pid-Antikörpern (APLA-IgG) verglichen. Nach Spearman zeigte sich hier keine signifikante Korrelation zwi-

0,480). 
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Abbildung 37: Korrelation zwischen Antiphospholipid-Antikörpern der Klasse IgM (APLA-IgM) und 
dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. Bei 65 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines 
Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM mit dem Vorliegen von Antiphospholi-
pid-Antikörpern (APLA-IgM) verglichen. Nach Spearman zeigte sich hier eine signifikante Korrelation zwi-
schen AECA-IgM und APLA-IgM (r=0,055, p=-0,239). 
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Abbildung 38: Korrelation zwischen Antiphospholipid-Antikörpern der Klasse IgM (APLA-IgM) und 
dem AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. Bei 65 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines 
Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM mit dem Vorliegen von An-
tiphospholipid-Antikörpern (APLA-IgM) verglichen. Nach Spearman zeigte sich hier keine signifikante Korrela-
tion AECA-IgM und APLA-IgM (r=-0,113, p=0,369). 
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Abbildung 39: Korrelation zwischen Anticardiolipin-Antikörpern der Klasse IgG (ACA-IgG) und dem 
AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. Bei 73 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lu-
pus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG mit dem Vorliegen von Anticardioli-
pin-Antikörpern (ACA-IgG) verglichen. Dabei zeigte sich nach Spearman keine signifikante Korrelation zwi-
schen AECA-IgG und ACA-IgG (r=0,218, p=0,063). 
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Abbildung 40: Korrelation zwischen Anticardiolipin-Antikörpern der Klasse IgM und dem AECA-
Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. Bei 77 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagu-
lans wurden die AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM mit dem Vorliegen von Anticardiolipin-Antikörpern 
(ACA-IgM) verglichen. Dabei zeigte sich nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgM 
und  ACA-IgM (r=0,006, p=0,960). 
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Abbildung 41: Korrelation zwischen Anticardiolipin-Antikörpern der Klasse IgM (ACA-IgM) und dem 
AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. Bei 77 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines 
Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM mit dem Vorliegen von Anticardi-
olipin-Antikörpern (ACA-IgM) verglichen. Dabei zeigte sich nach Spearman keine signifikante Korrelation 
zwischen AECA-IgM und ACA-IgM (r=-0,192, p=0,094). 
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Abbildung 42: Korrelation zwischen KCT-Index und dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. Bei 77 
Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten cHU-
VEC-IgM/IgM mit dem Vorliegen von Anticardiolipin-Antikörpern (ACA-IgM) verglichen. Dabei zeigte sich 
nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgM und ACA-IgM (r=0,006, p=0,960). 
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Abbildung 43: Korrelation zwischen KCT-Index und dem AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. Bei 
71 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten 
cHUVEC-IgG/IgG mit der Verlängerung der Kaolin-Klotting-Time (KCT-Index) verglichen. Dabei zeigte sich 
nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgG und dem KCT-Index (r=0,195, p=0,100). 

 



 100     Anhang 
 

RVV-Zeit [sec.]

14012010080604020

cH
U

V
E

C
-Ig

G
/Ig

G
 [U

/m
g]

1000

800

600

400

200

0

-200

 
Abbildung 44: Korrelation zwischen RVV-Test und dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgG/IgG. Bei 60 
Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten cHU-
VEC-IgG/IgG mit den ermittelten Zeiten im Russel Viper Venom Test (RVV-Test) verglichen. Dabei zeigte sich 
nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgG und der RVV-Zeit (r=0,117, p=0,374). 
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Abbildung 45: Korrelation zwischen RVV-Test und dem AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgG/IgG. Bei 
61 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten 
HUVEC-Lysat-IgG/IgG mit den ermittelten Zeiten im Russel Viper Venom Test (RVV-Test) verglichen. Dabei 
zeigte sich nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgG und der RVV-Zeit (r=-0,113, 
p=0,385). 
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Abbildung 46: Korrelation zwischen RVV-Test und dem AECA-Quotienten cHUVEC-IgM/IgM. Bei 65 
Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten cHU-
VEC-IgM/IgM mit den ermittelten Zeiten im Russel Viper Venom Test (RVV-Test) verglichen. Dabei zeigte 
sich nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgM und der RVV-Zeit (r=-0,077, p=0,543). 
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Abbildung 47: Korrelation zwischen RVV-Test und dem AECA-Quotienten HUVEC-Lysat-IgM/IgM. . 
Bei 65 Patienten mit dem Verdacht auf das Vorliegen eines Lupus antikoagulans wurden die AECA-Quotienten 
HUVEC-Lysat-IgM/IgM mit den ermittelten Zeiten im Russel Viper Venom Test (RVV-Test) verglichen. Dabei 
zeigte sich nach Spearman keine signifikante Korrelation zwischen AECA-IgM und RVV-Zeit (r=-0,203, 
p=0,106). 
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