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       H ä mostaseologie/Hemostaseology  Redaktion: M. Orth   

   Sebastian   D ü bgen       *,      Andrea   Dick     ,      Christoph   Marschall      und      Michael   Spannagl       

  Gerinnungsphysiologische und genetische 
Diagnostik bei heredit ä rem Protein S-Mangel 

 Coagulation testing and genetic diagnostics in hereditary protein S deficiency  

   Zusammenfassung :  Thrombophilie, die Neigung zu rezi-

divierenden, idiopathischen Thromboembolien, wird 

heute als multifaktorielle Erkrankung im Sinne einer 

Dysbalance des komplex regulierten H ä mostasesystems 

verstanden. Trotz intensiver Abkl ä rung bleibt der genaue 

Defekt einer erblichen Thromboseneigung oft unbekannt. 

Eine anerkannte Ursache, welche bei etwa 1 bis 2 %  der 

Betroffenen identifiziert werden kann, ist ein Mangel an 

Protein S, welches indirekt als Kofaktor von aktiviertem 

Protein C die Thrombinbildung limitiert. Die Einsch ä t-

zung der pathogenetischen Relevanz verminderter Pro-

tein S-Spiegel ist jedoch aufgrund der sehr viel h ä ufiger 

vorkommenden erworbenen Protein S-Erniedrigung unter 

bestimmten physiologischen und pathologischen Bedin-

gungen (z.B. Einnahme einer hormonellen Kontrazeption 

oder systemische Inflammation) schwierig. Diese Arbeit 

er ö ffnet durch Hinzuf ü gen aggregierter genetischer Daten 

von 136 Patienten einen neuen Blick auf die Protein S-Dia-

gnostik im klinischen Alltag und liefert Hinweise, in wel-

cher Konstellation mit gr ö  ß erer Wahrscheinlichkeit von 

einem echten (genetisch definierten) Mangel ausgegan-

gen werden kann.  

   Schl ü sselw ö rter:    Aktivit ä t;   freies Antigen;   Genetik;   MLPA; 

  PROS1;   Protein S;   Thrombophilie;   Vitamin K-Antagonist.  

  Abstract :  Thrombophilia is the disposition for recurrent 

idiopathic thromboembolism and is currently seen as a 

multifactorial disease caused by a disbalance of complex 

regulated hemostasis. Despite intensive diagnostics the 

exact defect remains unknown in most cases. An establis-

hed cause that can be diagnosed in 1 – 2 %  of affected indi-

viduals is a deficiency of protein S which limits thrombin 

formation as a cofactor of activated protein C. However, 

the evaluation of pathogenetic relevance of decreased 

protein S levels is difficult due to the much more often 

occurring acquired protein S deficiency under certain 

physiological or pathological circumstances, for example, 

intake of hormonal contraceptives or systemic inflamma-

tion. By adding aggregated genetic data of 136 patients, 

this publication gives a new perspective on protein S dia-

gnostics and indicates under which circumstances a real, 

genetic defined deficiency can be postulated with higher 

probability.  

   Keywords:    activity;   free antigen;   genetics;   multiplex 

ligation-dependent probe amplification (MLPA);   PROS1; 

  protein S;   thrombophilia;   vitamin K antagonist.  
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  Einleitung 
 Pathophysiologisch liegt der Thrombophilie eine unver-

h ä ltnism ä  ß ige Generierung von Thrombin und damit 

pathologische Fibrinbildung zu Grunde. Ursachen hierf ü r 

sind zum einen in einer gesteigerten Stimulation von 

Koagulationsprozessen durch Inflammation oder Verlet-

zung, des Weiteren in beg ü nstigenden Faktoren wie Stase 

des Blutflusses durch Immobilisation oder Verlust der 

antikoagulatorischen Wirkung des Gef ä  ß endothels sowie 

in einem Versagen der inhibitorischen Mechanismen der 

Gerinnung zu suchen. Zu Letzterem geh ö rt der Mangel an 

Protein S, welches indirekt als Kofaktor von aktiviertem 

Protein C und vermutlich weitere direkte Interaktionen 
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mit der Thrombinbildung interferiert. Als Plasmabe-

standteil ist es leicht analytischen Methoden zug ä nglich 

und mit der f ü r einige Gerinnungsfaktoren typischen 

Struktur  γ -carboxylierter Glutamatreste war es von seiner 

Entdeckung an mit Gerinnungsprozessen in Verbindung 

gebracht worden. Die Einsch ä tzung der pathogenetischen 

Relevanz verminderter Protein S-Spiegel bleibt aber auch 

heute schwierig und die sichere Diagnose eines Protein 

S-Mangels ist oft nur unter Einbeziehen der genetischen 

Ebene durch molekularbiologische Verfahren m ö glich. 

Gr ü nde hierf ü r liegen zum einen in der schwierigen labo-

ranalytischen Bewertung der Kofaktorfunktion und zum 

anderen in der Tatsache, dass Protein S zu gro ß en Teilen 

gebunden an ein Komplementprotein zirkuliert. Wichti-

ger erscheint aber noch, dass die ph ä notypische Ebene 

mit Messung von Aktivit ä t und Antigen als Momentauf-

nahme eines mehr oder minder in Dysbalance befindli-

chen Systems nicht im Stande ist, die genetisch definierte 

Erkrankung zweifelsohne nachzuweisen. Unter anderem 

liefert die vorliegende Arbeit, welche den Protein S-Ph ä-

 notyp eines genetisch definierten Kollektivs von 136 

Patienten vorstellt, hierf ü r Belege. Ausgehend von dem 

Thrombosekollektiv einer auf die Abkl ä rung von Gerin-

nungsst ö rungen spezialisierten universit ä ren Ambulanz, 

wurden  ü ber einen Zeitraum von 5 Jahren Patienten mit 

erniedrigten Protein S-Spiegeln genetisch auf Sequenzva-

rianten oder Deletionen im Protein S-Gen untersucht und 

der Genotyp mit der ph ä notypischen Ebene korreliert.  

  Material und Methoden 
 Von 2005 bis 2011 wurde in der Thrombophiliesprech-

stunde der Gerinnungsambulanz des Klinikums der Uni-

versit ä t M ü nchen am Standort Innenstadt bei fast 6000 

Patienten freies Protein S und Protein S-Aktivit ä t bestimmt. 

Den Patienten wurde durch Venenpunktion Blut entnom-

men, welches f ü r die Gerinnungsanalytik mit 1 auf 10 

Volumenanteilen 0,109 M Natriumcitrat antikoaguliert 

und unmittelbar danach zentrifugiert wurde. Der aliquo-

tierte Plasma ü berstand wurde bis zu der innerhalb einer 

Woche erfolgenden Analytik auf  – 30 ° C gelagert. Gleichzei-

tig wurde f ü r den Fall einer geforderten genetischen Abkl ä-

 rung eine EDTA-antikoagulierte R ü ckstellprobe asserviert. 

 Die Patienten wurden entweder aufgrund eigener 

thromboembolischer Erkrankung, famili ä rer Thrombose-

neigung oder aufgrund pathologischer Befunde in einem 

ausw ä rtigen Labor in die Gerinnungsambulanz der Uni-

versit ä t M ü nchen  ü berwiesen. Der Verdacht eines erblich 

bedingten Protein S-Mangels wurde aus klinischen 

Gr ü nden in 170 F ä llen erhoben. Von den 170 Patienten, 

welche alle kaukasischer Abstammung waren, konnte bei 

136 Patienten eine genetische Diagnostik bei schriftlich 

vorliegendem Einverst ä ndnis durchgef ü hrt werden. Die 

Datenanalyse wurde retrospektiv durchgef ü hrt. 

  Laboranalytische Testverfahren f ü r die 
Protein S-Bestimmung 

 Als Nachweisverfahren f ü r Protein S wurde die Bestim-

mung des freien Antigens und der Aktivit ä t angewen-

det. F ü r die Quantifizierung des freien Antigens kam der 

latexgebundene Immunoassay HemosIL  ®   Free Protein 

S von Instrumentation Laboratory SpA, Milano, Italien 

zum Einsatz  [1] . F ü r die Aktivit ä tsmessung wurde das STA 

Protein S Clotting-Verfahren von Diagnostica Stago (Asni-

 è res, Frankreich) benutzt  [2] , welches die Protein S-Wir-

kung als Verst ä rkung der Protein C-Aktivit ä t in einem 

Faktor Va-angereicherten Gerinnungssystem detektiert. 

Die Analysen wurden auf Ger ä ten der Baureihe ACL-Top 

von Instrumentation Laboratory durchgef ü hrt.  

  Molekulargenetische Untersuchung des 
PROS1-Gens 

 Entsprechend dem von Ten Kate et al.  [3]  vorgeschlagenen 

Protokoll mit den von Reitsma et al. ermittelten Primerse-

quenzen  [4]  wurden alle 15 Exone des PROS1-Gens durch 

direkte doppelstr ä ngige Sequenzierung auf Sequenzvari-

anten untersucht. Die Nummerierung der Nucleotide und 

Aminos ä uren entspricht der konventionellen Nomenkla-

tur  [5] . Zum Vergleich der Sequenz mit dem Wildtyp wurde 

die PROS1 cDNA GenBank (RefSeq NM_000313.1) als Refe-

renz herangezogen. Falls bei Patienten mit unauff ä lliger 

Sequenzierung aufgrund wiederholt niedriger Protein 

S-Werte oder aufgrund grenzwertiger Befunde und Fami-

lienanamnese f ü r einen Protein S-Mangel dennoch der 

Verdacht einer PROS1-Mutation bestand, wurde eine Dele-

tionsdiagnostik mittels MLPA (multiplex ligation-depen-

dent probe amplification) durchgef ü hrt. Hierzu wurde das 

kommerziell erh ä ltliche Verfahren SALSA KIT P112 PROS1 

von MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande verwendet 

 [6] . Eine Einschr ä nkung des verwendeten Systems besteht 

darin, dass nur 12 von 15 Exone auf Deletionen untersucht 

werden und Deletionen der einzelnen Exone 3, 8 und 14 

nicht nachgewiesen werden k ö nnen. Die Ursache hierf ü r 

liegt in der Schwierigkeit, passende Primersequenzen zu 

finden, welche nicht mit dem Pseudogen reagieren und 

einen stabilen Amplifikationsprozess erm ö glichen.   
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  Ergebnisse 

  Ph ä no- und Genotyp des untersuchten 
Patientenkollektivs 

 Tabelle  1   stellt den klinischen und laboranalytischen Ph ä-

 notyp des untersuchten Kollektivs einander gegen ü ber. 

Hieraus wird deutlich, dass ven ö s thromboembolische 

Ereignisse in der Eigen- oder Familienanamnese neben 

niedrigen Protein S-Spiegeln das wesentliche Kriterium 

f ü r die H ö he der Vortestwahrscheinlichkeit, mit der eine 

PROS1-Mutation gefunden werden kann, darstellt. In der 

Gruppe mit eigener ven ö sen Thromboembolie und niedri-

gen Protein S-Spiegeln fand sich eine Positivenrate  ü ber 

60 % . Bei Patienten mit Familienanamnese und niedrigen 

Protein S-Spiegeln fanden sich bei  ü ber 40 %  Mutationen. 

 Mit Hilfe direkter Sequenzierung und MLPA konnten 

in dem untersuchten Kollektiv bei 49 Patienten aus 35 

Familien Mutationen im Protein S-Gen gefunden werden. 

Eine Auflistung der pathologischen molekulargeneti-

schen Ergebnisse gibt Tabelle  2   wieder. Insgesamt wurden 

11 bekannte und 17 noch nicht beschriebene Mutationen 

gefunden.  

  Laboranalytischer Ph ä notyp des Protein 
S-Mangels 

 Die Bewertung erniedrigter Protein S-Werte ist nicht 

ohne weiteres m ö glich, da einige nur durch die Anam-

nese zu erfahrenen Faktoren zu einer erworbenen Protein 

S-Erniedrigung f ü hren k ö nnen. Hierzu z ä hlen die Ein-

nahme hormoneller Kontrazeptiva, Schwangerschaft, 

systemische Inflammationszust ä nde, Einschr ä nkung der 

Leberfunktion oder Restwirkung eines Vitamin K-Anta-

gonisten. Die genetische Untersuchung des PROS1-Gens 

stellt somit einen Goldstandard dar, welcher die Bewer-

tung des Laborph ä notyps erlaubt. Die nachfolgende 

Analyse erfolgt unter Ausschluss von Patienten unter 

Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten. Eine  Ü bersicht 

 ü ber die aggregierten Daten der verbleibenden 105 Patien-

ten zeigt Abbildung  1   als Streudiagramm mit Korrelation 

von Aktivit ä t und freiem Antigen. Alle dargestellten Pati-

enten erhielten eine molekulargenetische Untersuchung 

des PROS1-Gens. In einigen F ä llen wurde diese auch bei 

im Normbereich befindlichen Protein S-Spiegeln auf-

grund einer positiven Eigen- und Familienanamnese 

durchgef ü hrt. 

 Die normalerweise verwendeten unteren Grenzwerte 

der Referenzbereiche von ca. 60 %  f ü r die Aktivit ä tsmes-

sung und 70 %  f ü r das freie Antigen sind als gestrichelte 

Linien in Abbildung 1 wiedergegeben. Die Angabe dieser 

Grenzwerte erfolgt ungeachtet der Physiologie des Prote-

ins und beschreibt die zweifache Standardabweichung 

vom Mittelwert eines Normalkollektivs, so dass die Diag-

nose eines Protein S-Mangels in Unkenntnis des geneti-

schen Hintergrunds bislang aufgrund dieser Abweichung 

vom Mittelwert gestellt wurde. Das Ergebnis der PROS1-

Genetik ist farblich unterlegt und es ist ersichtlich, dass 

unterhalb der normalerweise angegebenen Grenzwerte 

eine gr ö  ß ere Gruppe mit unauff ä lliger PROS1-Genetik 

anzutreffen ist und dass erst ab Protein S-Werten kleiner 

 Tabelle 1       Ü berblick des untersuchten Kollektivs im Hinblick auf laboranalytischen und klinischen Ph ä notyp angegeben als Absolutzahl der 

gefundenen Mutationen/untersuchten Patienten (anteilig in  % ).  

Klinischer 
Ph ä notyp

Laboranalytischer Ph ä notyp

Pathologische 
Protein 

S-Aktivit ä t   <  60 % 

Durch Einnahme von Vitamin 
K-Antagonisten eingeschr ä nkte 

Beurteilbarkeit von Protein S, 
jedoch (familien-) anamnestisch 

begr ü ndeter Verdacht eines 
Protein S-Mangels

Normale Protein 
S-Aktivit ä t, jedoch fr ü her 

berichteter Mangelzustand 
oder Familienanamnese 

mit erblichem Protein 
S-Mangel

Gesamt

Eigenes VTE 28/47 7/27 1/12 36/86 (42 % )

VTE in Familienanamnese 10/23 0/0 0/8 10/31 (32 % )

Schlaganfall/TIA 1/5 0/4 0/0 1/9 (11 % )

Abortneigung 0/0 0/0 0/1 0/1 (0 % )

Gesund, keine Familienanamnese 1/8 0/0 1/1 2/9 (22 % )

Gesamt 40/83 (49 % ) 7/31 (23 % ) 2/22 (9 % ) 49/136 (36 % )

   TIA, transiente isch ä mische Attacke; VTE, ven ö s thromboembolisches Ereignis.   
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 Abbildung 1    Korrelation von freiem Antigen und Aktivit ä t von 

Protein S sowie des Ergebnisses der PROS1-Genetik im untersuch-

ten Kollektiv unter Ausschluss von Patienten mit Einnahme eines 

Vitamin K-Antagonisten (n  =  105). 

 Durch gestrichelte Linien kenntlich gemacht sind die  ü blicherweise 

verwendeten unteren Grenzwerte des Referenzbereichs und eine 

Ratio von 0,7 als h ä ufig verwendetes Kriterium f ü r qualitative 

Defekte.    

als 45 %  regelhaft mit einer durch Mutationen im Protein 

S-Gen definierten Erkrankung zu rechnen ist. Unter 

Annahme, dass die PROS1-Genetik inklusive der Deleti-

onsdiagnostik als der Goldstandard der Protein S-Diag-

nostik eine Unterscheidung der echt positiven und falsch 

negativen Ergebnisse von den falsch positiven und richtig 

negativen erm ö glicht, l ä sst sich eine neue Bewertung der 

klassischen laborph ä notypischen Parameter vornehmen. 

 Die Sensitivit ä t und Spezifit ä t von Aktivit ä t und freiem 

Antigen f ü r das Vorliegen einer PROS1-Mutation in den 

verwendeten Testsystemen wird in Tabelle  3   dargestellt. 

Die Cut-off-Werte an der zweifachen Standardabweichung 

eines Normalkollektivs (in den hier verwendeten Syste-

men ca. 60 %  bzw. 70 %  der Norm) bieten zwar eine hohe 

Sensitivit ä t, jedoch nur geringe Spezifit ä t. Die ROC-Ana-

lyse (Tabelle  4  , Abbildung  2  ) der verwendeten Testsysteme 

Protein S-Aktivit ä t und Protein S-freies Antigen, weist 

diese aber mit hoher Signifikanz (p  <  0,001) als valide Ins-

trumente zum Nachweis einer PROS1-Mutation aus. Die 

Verwendung niedrigerer Cut-off-Stellen erh ö ht die Spezi-

fit ä t, ohne die Sensitivit ä t zu stark zu kompromittieren. 

 Bei 83 von 136 Patienten war neben Ausschluss einer 

Restwirkung eines Vitamin K-Antagonisten auch kein 

st ö render Einfluss durch hormonelle Kontrazeption oder 

Schwangerschaft anzunehmen. Abbildung  3   zeigt bei 

diesen die Protein S-Aktivit ä t aufgegliedert entsprechend 

des molekulargenetischen Ergebnisses. Zwischen den 

 Tabelle 3      Sensitivit ä t und Spezifit ä t f ü r das Vorliegen einer PROS1-

Mutation an verschiedenen Cut-off-Stellen f ü r die Protein S-Aktivit ä t 

und Protein S-freies Antigen. In Fettdruck stehen die von den Her-

stellern angegebenen unteren Grenzen des Referenzbereichs eines 

Normalkollektivs.  

Cut-off, 
%

Protein S-Aktivit ä t Protein S-freies Antigen

Sensitivit ä t, 
 % 

Spezifit ä t, 
 % 

Sensitivit ä t, 
 % 

Spezifit ä t, 
 % 

35  50 98 58 95

40  68 98 58 95

45  76 86 63 91

50  84 74 63 81

55  92 48 71 67

60   97  29 82 50

65  97 17 87 43

70  97 7  87  31 

 Tabelle 4      Kenndaten der ROC-Analyse.  

Fl ä che unter der Kurve p-Wert a 

Protein S-Aktivit ä t 0,882 (95 %   –  CI: 0,802 – 0,961)   <  0,001

Protein S-freies Antigen 0,783 (95 %   –  CI: 0,678 – 0,888)   <  0,001

    a Wahrscheinlichkeit f ü r die Nullhypothese, dass die wahre Fl ä che 

gleich 0,5 ist.   
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 Abbildung 2    ROC-Kurven f ü r Protein S-Aktivit ä t und freies Antigen 

als Indikatoren f ü r das Vorliegen einer PROS1-Mutation. 

 Patienten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, hormonel-

ler Kontrazeption oder bei Vorliegen einer Schwangerschaft waren 

ausgeschlossen.    

genetisch definierten Untergruppen zeigen sich signifi-

kante Unterschiede in der Restaktivit ä t. Patienten ohne 

Mutation in PROS1 im verwendeten Testsystem haben 

typischerweise Protein S-Aktivit ä tswerte  ü ber 40 % . Nur 

in einem Fall ohne erkennbare Mutation oder Deletion 

in PROS1 waren die Aktivit ä tswerte wiederholt unterhalb 

dieser Grenze. Ob bei diesem Patienten, unter dessen 
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 Abbildung 3    Darstellung der Protein S-Aktivit ä t nach Mutationstyp 

als Boxplot-Diagramm. 

 Patienten unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten, 

unter hormoneller Kontrazeption oder Schwangerschaft sind 

ausgeschlossen.    

erstgradigen Verwandten ebenfalls ein Protein S-Mangel 

beschrieben war, eine Deletion der nicht untersuchten 

Exone 3, 8 oder 14 vorliegt, bleibt spekulativ. 

 Eine entsprechende Betrachtung der Konzentrationen 

des freien Antigens (Tabelle  5  ) kommt zu einem  ä hnlichen 

Ergebnis. Auch hier unterscheiden sich die Mittelwerte 

entsprechend des vorliegenden molekulargenetischen 

Befunds.  Ä hnlich der Aktivit ä t sind Nonsense-Mutationen 

und gro ß e Deletionen mit der st ä rksten Reduktion der 

freien Antigen-Spiegel verbunden. Die Unterschiede der 

Mittelwerte zwischen genetisch unauff ä lligen und Pati-

enten mit Missensemutation sind statistisch signifikant 

(Protein S-Aktivit ä t: p  =  0,006, Protein S-freies Antigen: 

p  =  0,008 ohne Annahme gleicher Varianzen). Nonsense-

mutationen und gro ß e Deletionen unterscheiden sich in 

ihren Mittelwerten f ü r beide Verfahren mit hoher Signi-

fikanz (p  <  0,001) vom genetisch unauff ä lligen Kollektiv. 

 Tabelle 5      Mittelwerte  μ  und Standardabweichungen  σ  der Protein 

S-Aktivit ä t in %  der Norm kategorisiert nach Mutationstyp.  

Mutationstyp Protein S-Aktivit ä t Freies Protein 
S-Antigen

n (Patienten)  μ     ±  ±     σ ,  % n (Patienten)  μ     ±  ±     σ  ,  % 

keine Mutation 44 58  ±  16 42 63  ±  19

Missense 24 45  ±  18 23 47  ±  24

Nonsense 9 25  ±  6,1 9 29  ±  22

gro ß e Deletion 6 26  ±  10 6 19  ±  6,7

Ebenfalls signifikant ist der Unterschied zwischen Mis-

sense-Mutationen und Nonsensemutationen bzw. gro ß en 

Deletionen (p  <  0,05 jeweils f ü r beide Testverfahren), 

w ä hrend Nonsensemutationen und gro ß e Deletionen 

nicht in Aktivit ä t oder freiem Antigen unterschieden 

werden k ö nnen.  

  Ph ä notyp des Protein S-Mangels unter 
Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten 

 Eine im klinischen Alltag h ä ufig auftretende Fragestellung 

ist, ob die Untersuchung auf thrombophile Risikomarker 

unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten sinnvoll 

ist. Unter Einnahme von Phenprocoumon, Warfarin oder 

 ä hnlichen Substanzen sind Proteine mit Vitamin K-abh ä n-

giger Synthese wie Protein C und Protein S in verminderter 

Aktivit ä t und Konzentration messbar, so dass in der Regel 

von einer Bestimmung abgeraten wird. Zur  Ü berwachung 

des antikoagulativen Effekts von Vitamin K-Antagonisten 

wird die Thromboplastinzeit umgerechnet als Quick- %  

oder INR-Wert herangezogen. Um die Auswirkung der 

Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten auf die Protein 

S-Bestimmung zu untersuchen, wurden die in dem gene-

tisch definierten Kollektiv erhobenen Befunde in Korre-

lation zur Thromboplastinzeit gesetzt. Da Patienten mit 

Verdacht auf einen erblichen Protein S-Mangel in einigen 

F ä llen mehrmals, einmal mit und einmal ohne Einnahme 

eines Vitamin K-Antagonisten vorstellig wurden, liegen 

von den 136 genetisch untersuchten Patienten insgesamt 

179 Untersuchungsdaten vor, welche in den Abbildungen 

 4   und  5   exemplarisch f ü r die Protein S-Aktivit ä t darge-

stellt sind. Diese veranschaulichen deutlich, dass auch 

unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten ein signi-

fikanter Unterschied (p  <  0,001) zwischen den genetisch 

definierten Gruppen mit oder ohne Mutation im PROS1-

Gen auszumachen ist. Tats ä chlich scheinen Protein 

S-Aktivit ä t und Protein S-freies Antigen hier noch pr ä ziser 

zwischen genetisch kranken Patienten und solchen mit 

erworbenem Mangelzustand unterscheiden zu k ö nnen. 

W ä hrend die Patienten mit negativen molekulargeneti-

schem Ergebnis f ü r Sequenzvarianten oder Deletionen 

im PROS1-Gen im nativen Zustand schlechter von den 

Patienten mit famili ä rem Protein S-Mangel zu unterschei-

den waren, zeigen sie doch unter Einfluss eines Vitamin 

K-Antagonisten ein gr ö  ß eres Potenzial eine gewisse Res-

taktivit ä t an funktionellem Protein aufrecht zu erhalten. 

Patienten mit nachgewiesener Mutation im PROS1-Gen 

k ö nnen unter dem exogenen Stressfaktor eines Vitamin 

K-Antagonisten keine relevanten Mengen mehr an funk-

tionierendem Protein S bilden und liegen in der Aktivit ä t 
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 Abbildung 4    Streudiagramm mit Darstellung der Protein S-Aktivit ä t 

in Abh ä ngigkeit von der zeitgleich ermittelten Thromboplastinzeit 

und Kennzeichnung des molekulargenetischen Ergebnisses f ü r 

Mutationen im PROS1-Gen. 

 Markierung der unteren Grenze des Referenzbereichs der Thrombo-

plastinzeit bei 70 Quick- %  als gestrichelte Linie.    
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 Abbildung 5    Boxplot-Diagramm mit Darstellung der Protein S-Akti-

vit ä t kategorisiert nach der Thromboplastinzeit mit Annahme der 

Wirksamkeit eines Vitamin K-Antagonisten bei Werten   <  70 Quick- %     .

an der Nachweisgrenze. Mittels eines ver ä nderten Cut-offs 

unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten w ä re also 

in vielen F ä llen der Ausschluss eines heredit ä ren Protein 

S-Mangels als Ursache einer Thromboseneigung mit 

hoher Sicherheit m ö glich. Die ROC-Analyse (Abbildung 

 6  , Tabelle  6  ) kennzeichnet Aktivit ä ts- und freies Antigen-

Messung als hochwertige Verfahren auch unter Einnahme 

eines Vitamin K-Antagonisten.   
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 Abbildung 6    ROC-Kurven f ü r Protein S-Aktivit ä t und freies Antigen 

als Testvariablen f ü r das Vorliegen einer PROS1-Mutation unter 

Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten (Einschlusskriterium 

Thromboplastinzeit   <  70 Quick- % )    .

 Tabelle 6      Kenndaten der ROC-Analyse unter Einnahme eines 

Vitamin K-Antagonisten.  

Fl ä che unter der Kurve p-Wert a 

Protein S-Aktivit ä t 0,940 (95 %   –  CI: 0,881 – 0,998)   <  0,001

Protein S-freies Antigen 0,916 (95 %   –  CI: 0,815 – 1,000)   <  0,001

    a Wahrscheinlichkeit f ü r die Nullhypothese, dass die wahre Fl ä che 

gleich 0,5 ist.   

  Diskussion 
 Zwischen 2005 und 2011 wurde in der H ä mostaseologi-

schen Ambulanz an der Medizinischen Klinik der Ludwig-

Maximilians-Universit ä t M ü nchen bei fast 6000 Patienten 

eine Untersuchung auf heredit ä re Thrombophilien durch-

gef ü hrt. Insgesamt wurde bei 170 Patienten der Verdacht 

auf einen erblich bedingten Mangel an Protein S erhoben. 

Hiervon wurden 136 Patienten, die in die molekularge-

netische Diagnostik einwilligten, auf genetischer Ebene 

untersucht und in 49 F ä llen eine Mutation im PROS1-Gen 

gefunden. 

 Gerade bei grenzwertigen Befunden ist die Anamnese 

entscheidend f ü r die Vortestwahrscheinlichkeit der mole-

kulargenetischen Untersuchung auf PROS1-Mutationen. 

Aufgrund der Schwierigkeiten, die die Diagnose eines 

Protein S-Mangels als Ursache einer Thromboseneigung 

mit sich bringt, wurde von Marlar und Gausman  [16]  ein 

diagnostischer Algorithmus vorgeschlagen, um abnor-

male Protein S-Werte abzukl ä ren. Wichtigstes Kriterium 

f ü r die Bewertung von Protein S-Laborparametern war 

auch hier die Einsch ä tzung der Vortestwahrscheinlichkeit 
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86      Dübgen et al.: Protein S-Mangel

f ü r das Vorliegen eines Protein S-Mangels, d.h. Kl ä rung 

ob  ü berhaupt eine Thrombophilie in Eigen- oder Famili-

enanamnese vorliegt. 

 Nach Auswertung der Daten aller 136 Patienten, 

welche bei Verdacht auf einen erblichen Protein S-Man-

gel einer Gendiagnostik zugestimmt hatten, blieb unter 

Ausschluss der Patienten mit bekannten Ursachen f ü r 

eine erworbene Protein S-Verminderung wie Schwanger-

schaft und hormoneller Kontrazeption nur noch ein Fall 

 ü brig, bei dem Protein S-Aktivit ä ten unter 40 %  auffielen 

und keine Sequenzvarianten oder Deletionen in dem von 

uns verwendeten Testsystem nachweisbar waren. Ob in 

diesem Fall mit einer eindeutig famili ä r vorhandenen 

Protein S-Erniedrigung und Thromboseneigung eine iso-

lierte gro ß e Deletion in den nicht untersuchten Exonen 3, 

8 oder 14 vorlag, oder ob in seltenen F ä llen andere Gen-

defekte diesen Ph ä notyp ausl ö sen k ö nnen, ist unklar. 

Diese Ergebnisse unterst ü tzen daher die Beobachtung 

von Mulder et al.  [17] , dass ein niedrigerer Cut-Off die dia-

gnostische Leistungsf ä higkeit der verf ü gbaren Protein 

S-Bestimmungsmethoden verbessern kann. 

 Auf der Grundlage der Kenntnis des PROS1-Genotyps 

wurde in dieser Arbeit eine Grenzwertoptimierung f ü r 

das Auffinden geeigneter Cut-off-Werte f ü r Aktivit ä t und 

freies Antigen des Protein S durchgef ü hrt. An den den 

Herstellerangaben zu entnehmenden, vorgeschlagenen 

Grenzen der Referenzbereiche von ca. 60 %  f ü r Aktivit ä t 

und 70 %  f ü r freies Antigen sind demzufolge zwar hohe 

Sensitivit ä ten von 97 %  bzw. 87 %  zu erwarten, die Spe-

zifit ä t der so verwendeten Testsysteme liegt aber nur bei 

ca. 30 % , was angesichts der sehr h ä ufigen erworbenen 

Protein S-Erniedrigung v ö llig unbrauchbar erscheint. 

 Ü ber 90 % ige Spezifit ä ten waren in beiden Testsystemen 

erst unterhalb eines Cut-offs von 45 %  zu erheben. 

 Lange Zeit gab die Beobachtung von konsistent nied-

rigen Protein S-Werten bei Patienten ohne pathologischen 

Befund in der PROS1-Sequenzanalyse den Experten R ä tsel 

auf. Dennoch wurde in Kopplungsanalysen eine eindeu-

tige Verbindung mit dem Genlocus von PROS1 gezeigt  [18] . 

Johansson et al. beschrieben daraufhin gro ß e Deletionen, 

die mittels einer quantitativen PCR in 3 von 8 untersuch-

ten Familien gefunden wurden  [15] . Die Einf ü hrung der 

MLPA vereinfachte die Detektion gro ß er Deletionen inner-

halb des Genoms und in einer weiteren Arbeit beschrie-

ben Pintao et al. gro ß e Deletionen im PROS1-Gen bei 6 von 

18 Patienten mit niedrigen Protein S-Werten und unauff ä l-

liger Sequenzierung  [6] . Das in dieser Arbeit untersuchte 

Patientenkollektiv wies gro ß e Deletionen bei 6 Patien-

ten aus 4 unterschiedlichen Familien auf und nach Aus-

schluss von Patienten unter hormoneller Kontrazeption 

und w ä hrend der Schwangerschaft verblieb nur ein Fall 

einer Patientin mit Protein S-Aktivit ä ten unter 40 %  und 

vorbeschriebenem famili ä rem Protein S-Mangel, bei dem 

keine sch ä digende Ver ä nderung des PROS1-Gens nachge-

wiesen wurde. 

 Diese Beobachtungen geben Grund zur Annahme, 

dass heredit ä re Mangelzust ä nde an Protein S nahezu 

immer mit einer Mutation im Bereich des PROS1-Gens 

in Verbindung stehen und hierin auch die thrombophile 

Neigung begr ü ndet ist. Somit w ä re die molekulargeneti-

sche Untersuchung der Goldstandard der Protein S-Dia-

gnostik, welcher die Diagnose einer Thrombophilie bei 

Protein S-Mangel sichern kann. 

 Ob niedrige erworbene Protein S-Spiegel selbst 

thromboseausl ö send sein k ö nnen oder nur ein H ä mo-

stasesystem mit ver ä ndertem Equilibrium zwischen 

thrombosef ö rdernden und -verhindernden Faktoren 

darstellen, ist eine interessante Fragestellung, welche 

von Marlar et al. wiederholt diskutiert wurde  [19, 20] . 

Diesbez ü glich liefert die hier vorliegende Arbeit weitere 

Hinweise, in dem sie bei Kenntnis der PROS1-Genetik 

die Auswirkungen der Einnahme eines Vitamin K-Ant-

agonisten auf den Laborph ä notyp untersucht. Patien-

ten, welche aufgrund grenzwertiger Protein S-Spiegel 

eine molekulargenetische Diagnostik erhielten und 

darin unauff ä llig waren, haben unter Einnahme eines 

Vitamin K-Antagonisten ein h ö heres Potenzial, diesen 

exogenen Stressfaktor auszugleichen und noch eine 

gewisse Menge an funktionellem Protein S zu bilden. 

Patienten mit Nachweis einer PROS1-Mutation zeigen 

unter Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten Protein 

S-Spiegel, die an der Nachweisgrenze der verwendeten 

Testsysteme liegen. Aus der Beobachtung, dass sich das 

laboranalytische Bild unter Einwirkung eines exogenen 

Stressoren der Vitamin K-abh ä ngigen Synthese besser 

differenziert, lassen sich interessante  Ü berlegungen 

ableiten. Bei der Bestimmung der Protein S-Spiegel unter 

nativen Bedingungen handelt es sich um eine Moment-

aufnahme eines mehr oder minder im Gleichgewicht 

befindlichen Systems aus thromboseausl ö senden und 

-verhindernden Faktoren. Entsprechend weit erstreckt 

sich der Bereich der messbaren Werte auch bei gene-

tisch gesunden ohne Problem im Protein C/S-System 

auch  ü ber die klassischerweise verwendete Grenze der 

zweifachen Standardabweichung vom Mittelwert eines 

Referenzkollektivs hinaus. Umgekehrt haben Patienten 

mit heterozygot vorliegenden sch ä dlichen Mutationen 

im PROS1-Gen durch Hochregulation der Transkription 

vom verbleibenden Gen die M ö glichkeit, an den Normal-

bereich heranreichende Plasmaspiegel an funktionellem 

Protein S zu bilden. Auf diese Weise entsteht der weite 

Bereich  ü ber den sich genetisch Gesunde und Kranke 
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im Protein S-System laborph ä notypisch  ü berlappen. Der 

Unterschied zwischen beiden Gruppen besteht darin, 

dass genetisch Gesunde das Potenzial haben, bei erh ö h-

tem Bedarf an Protein S, also bei verst ä rkter Thrombin- 

und Fibrinbildung durch thrombotische Prozesse, die 

Produktion anzuheben und damit ad ä quat zu reagieren, 

w ä hrend Patienten mit heterozygoten Defektvarianten 

oder Deletionen bereits unter Normalbedingungen eine 

hochregulierte Protein S-Synthese haben und die Gefahr 

besteht, dass bei erh ö htem Bedarf das System entgleist 

und es zum thrombotischen Ereignis kommt. 

 Die konventionelle Klassifikation des Protein S-Man-

gels in einen von drei Typen geschieht auf der Grundlage 

des Laborph ä notyps. Eine kongruente Erniedrigung von 

Aktivit ä t und freiem Antigen wird als Typ I klassifiziert, 

w ä hrend die Aktivit ä tsminderung bei normalem Anti-

gennachweis als Typ II beschrieben wird und nach der 

Theorie ein dysfunktionelles Protein aufgrund einer Mis-

sensemutation darstellen soll  [21] . F ü r einen als Typ III 

beschriebenen Ph ä notyp mit erniedrigter Aktivit ä t und 

niedrigem freien Protein S bei normalem totalen Anti-

gengehalt konnte bislang kein kausaler Zusammenhang 

mit thromboembolischen Ereignissen hergestellt werden 

 [22] . Auch die Beobachtung, dass der Wechsel von einem 

Typ zum anderen nicht nur bei Patienten mit der glei-

chen Mutation sondern auch bei ein und demselben 

Individuum zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufzu-

treten scheint, l ä sst die Frage aufkommen, wie sinnvoll 

diese Klassifikation ist. Dabei scheint die  Ü bersch ä tzung 

der Leistungsf ä higkeit h ä mostaseologischer Laborme-

thoden mit hohen Varianzkoeffizienten aufgrund test-, 

chargen- und tagesspezifischer Faktoren nur ein Grund 

hierf ü r zu sein. Neben der Heterogenit ä t der Mutati-

onen im Protein S-Gen, die der Vorstellung eines ein-

deutig klassifizierbaren Mangelzustands widerspricht, 

scheint wie oben stehend ausgef ü hrt auch der einmalig 

bestimmte Ph ä notyp im Sinne einer Momentaufnahme 

an sich nicht gen ü gend aussagekr ä ftig zu sein, um einen 

Schluss auf eine tats ä chliche (genetisch) vorliegende 

Erkrankung im Sinne eines Mangelzustands zuzulas-

sen. Es muss vielmehr angenommen werden, dass die 

laborchemischen Ph ä notypen von Menschen mit einem 

Defekt im Protein S-System und Normalpersonen sich 

weitgehend  ü berlappen und die eigentliche Erkrankung 

erst bei Hinzukommen eines prothrombotischen Stress-

faktors zum Ausdruck kommt, wenn der heterozygote 

Mangelzustand mit einer hochregulierten Genexpression 

dekompensiert. 
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 Abbildung 7    Algorithmus der Protein S-Diagnostik als Konsequenz aus den vorgestellten Daten. 

 Die vorgegebenen Zahlen sind ungef ä hre Richtwerte, welche aus dem hier verwendeten Testsystem resultieren und ggf. einer individuellen 

Anpassung bed ü rfen.    
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 Eine einfache Angabe der laborph ä notypischen 

Parameter mag aufgrund dieser  Ü berlegungen sinnvol-

ler erscheinen als eine Klassifizierung in die Typen I bis 

III und deckt sich besser mit dem genetischen Befund, 

wie die vergleichende Analyse des Ph ä notyps bei Kennt-

nis des PROS1-Genotyps dieser Arbeit belegt. W ä hrend 

Protein S-Aktivit ä tswerte zwischen 60 und 45 %  der Norm 

h ä ufig erworbenen Zust ä nden zugeschrieben werden 

k ö nnen oder durch Missense-Mutationen verursacht 

sind, sprechen konsistent unter 40 %  messbare Aktivit ä-

 ten stark f ü r das Vorliegen einer Mutation im PROS1-Gen 

und neben Nonsense-Mutationen m ü ssen dann auch 

gro ß e Deletionen in Betracht gezogen werden, die nur mit 

Durchf ü hrung einer MLPA oder  ä hnlicher Verfahren  ü ber-

pr ü ft werden k ö nnen. 

 Die Schlussfolgerungen, die sich f ü r die Protein 

S-Diagnostik im Alltag hieraus ergeben wurden in Abbil-

dung  7   nochmals graphisch dargestellt. Dieser vorge-

schlagene Algorithmus f ü r die Protein S-Diagnostik 

kann Hilfestellung sein, bedarf aber m ö glicherweise bei 

Verwendung anderer Testsysteme eine entsprechende 

Korrektur.  

  Interessenkonflikt :  Die Autoren erkl ä ren, dass keine 

wirtschaftlichen oder pers ö nlichen Interessenkonflikte 

bestehen.    
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