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ZUSAMMENFASSUNG
Vergleichende Untersuchungen zur diagnostischen Effizienz von Tests zum Nachweis von
Autoantikorpern gegen Doppelstrang-DNA beim systemischen Lupus erythematodes

Bokern, Lina

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung bei
der es zu dem Befall zahlreicher innerer Organe kommen kann. Aufgrund eines sehr variablen Verlaufes
kann die Diagnose dieser Systemerkrankung schwierig sein. Im Blut von SLE-Patienten Iasst sich eine
Vielzahl von Autoantikdrperphdnomenen nachweisen. Der sensitivste Parameter bei der Diagnose eines
SLE ist der Nachweis von antinuklearen Antikdrpern (ANA) im indirekten Immunfluoreszenztest (IFT).
Eine deutlich hohere Spezifitdt bei der Diagnostik der Erkrankung haben jedoch Antikdrper gegen
Doppelstrang-DNA (Anti-dsDNA-AK).
In dieser Arbeit wurden mittels Seren von 126 SLE-Patienten, 126 gesunden Probanden, 275 Patienten
mit anderen rheumatologischen und 41 mit nicht-rheumatologischen Erkrankungen finf verschiedene
Assays (ein Radioimmunoassay (RIA), drei verschiedene ELISA sowie ein automatisierter Fluoreszenz-
Immunoassay (FIA)) zur Bestimmung von Anti-dsDNA-AK hinsichtlich ihrer diagnostischen Sensitivitat,
Spezifitat, Effizienz und der pradiktiven Werte untersucht und verglichen. Darlber hinaus wurden
unterschiedliche Assoziationen mit klinischen Parametern untersucht. Zudem wurde auf die Beziehung
zwischen den ANA-Mustern im IFT und den Anti-dsDNA-AK eingegangen. Mittels einer ROC-
Kurvenanalyse wurde geprift, ob die Cutoff-Werte der Hersteller geeignet sind, um zwischen SLE-
Patienten und einem nicht SLE-Kollektiv zu unterscheiden.
Die groRte diagnostische Sensitivitat fir SLE erreichte der ELISA-Test von ORGenTec®, allerdings bei
einer vergleichsweise geringeren Spezifitat, was darauf zurlickschlieien Iasst, dass er sowohl nieder-
als auch hochaffine Anti-dsDNA-AK erfasst. Alle funf Assays zeigten einen Anstieg der Antikdper-Titer
bei Patienten mit aktivem SLE. Des Weiteren konnte eine Korrelation der Antikorper-Titer mit dem
Komplementverbrauch in allen Assays nachgewiesen werden. Zusammenhange zwischen einer
Nierenbeteiligung und der Hohe der Antikrper konnten in keinem Test festgestellt werden.
Der RIA von DPC Biermann® war, trotz seiner Nachteile wie Radioaktivitat, groRerer Zeitaufwand und
héhere Kosten, sowohl den ELISA als auch dem FIA durch die Kombination aus seiner hohen
diagnostischen Spezifitdt und guten diagnostischen Sensitivitat iberlegen. Daher kann dieser Test in
der Diagnostik und auch im Monitoring von SLE empfohlen werden. Beim Vorliegen des ANA-Musters
»-homogen chromosomen-positiv‘ und gleichzeitiger Anti-dsDNA-AK-Positivitat konnte die Spezifitdt und
durch eine rechnerische Optimierung der Cutoff-Werte die diagnostische Effizienz in einzelnen Tests
deutlich gesteigert werden.
Die umfangreiche Untersuchung lieferte einen wichtigen Beitrag zur Beurteilung der diagnostischen
Wertigkeit der verschiedenen Tests, die fur eine akkurate Diagnose des SLE und damit der frihen
Therapieeinleitung von groRer Bedeutung sind.

Tag der mindlichen Priufung: 10.01.2012
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1. Einleitung

1.1 Systemischer Lupus erythematodes

1.1.1 Definition

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine immungenetisch
gepragte, chronisch verlaufende Autoimmunerkrankung, die durch einen
multiplen Organbefall und sehr variable Verlaufsformen gekennzeichnet ist
(Smolen JS et al. 1998, Gualtierotti R et al. 2010). Der SLE zahlt zu der Gruppe
der ,Kollagenosen®. Diese stehen fur chronisch-rheumatische Erkrankungen mit
dem gemeinsamen pathomorphologischen Korrelat der fibrinoiden Nekrose
(Klemperer P et al. 1941). Zu den ,Kollagenosen® im engeren Sinne zahlt man

folgende systemische Autoimmunerkrankungen:

e Systemischer Lupus erythematodes (SLE)
e Progressiv systemische Sklerose (PSS)

e Dermato-/Polymyositis

e Mischkollagenose (MCTD)

e Sjogren-Syndrom

Zahlreiche Autoimmunphanomene, klinische und serologische Uberlappungen
und eine ungewohnliche Variabilitat des Krankheitsverlaufes sind diesen
Erkrankungen gemeinsam. Die Prognose hangt im Wesentlichen vom
Organbefall, der unterschiedlich schwer sein kann, ab. Aufgrund eines haufig
heterogenen Krankheitsbildes sowie der groBen Ahnlichkeit unter den einzelnen
Erkrankungen ist es weiterhin schwierig, trotz spezifischer Diagnosekriterien,
eine genaue Diagnose schnell und effizient zu stellen. Jedoch ist eine
frlhzeitige Diagnosestellung fir den weiteren Verlauf der Erkrankung wichtig,
da spezifische Therapien hiernach eingeleitet werden kénnen.

Der Begriff antinuklearer Antikdrper (ANA) steht fur die Gesamtheit aller
Antikorper (AK) gegen Antigene (Ag) im Zellkern. Diese lassen sich mit



unterschiedlicher Pravalenz bei Kollagenosen nachweisen (s.u.) und spielen
daher bei der Diagnostik eine wesentliche Rolle. ANA konnen gegen
unterschiedliche Strukturen innerhalb des Zellkerns, aber auch innerhalb des
Zytoplasmas gerichtet sein. Beim SLE lassen sich in den meisten Fallen

Antikorper gegen Doppelstrang-DNA (dsDNA) nachweisen.
1.1.2 Historie

Im 18. Jahrhundert wurde der Term ,Lupus® (Latein: Wolf) zur Beschreibung
verschiedener Hautlasionen benutzt. 1833 erwahnte BIETT den Lupus
erythematodes. Mehrere Jahre wurde diese Krankheit als eine reine
Hautschadigung betrachtet. 1872 beschrieb KAPOSI die systemische Natur des
Lupus erythematodes. Durch die Entdeckung der LE-Zellen 1948 durch
HARGRAVES und seine Arbeitsgruppe (Hargraves MM et al. 1948) konnte die
Diagnose ebenfalls immunologisch gesichert werden. 1957 wurden AK gegen
DNA im Serum von SLE-Patienten erstmals beschrieben. (Holborow J et al.
1957, Ceppellini R et al. 1957, Robbins WC et al. 1957).

1.1.3 Epidemiologie

SLE ist eine relativ seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 5-7
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Pravalenz, die je nach
Alter, Geschlecht und ethnischer Zugehorigkeit variiert, liegt bei 10-50 pro
100.000 Einwohner. In der schwarzen Bevdlkerung sind Inzidenz, Pravalenz
und Mortalitéat dreimal hoher als in der weilen Bevolkerung (Hochberg MC
1990, Klippel JH 1997, Mills JA 1994, Roberton CA et al. 2000).

Frauen sind deutlich haufiger betroffen als Manner (Frauen:Manner = 10:1)
(Fernando MMA et al. 2005). Besonders haufig erkranken Frauen im
gebarfahigen Alter (20. bis 40. Lebensjahr), weshalb Ostrogene als ein
wichtiger Krankheitsausloser diskutiert werden (Mills JA 1994, Klippel JH 1997,
American College of Rheumatology 1999).

Das Pradilektionsalter fur SLE liegt um das 30. Lebensjahr. Kinder und

Menschen Uber 65 Jahre erkranken seltener. Die Pravalenz in diesen



Altersgruppen liegt bei nur 1-2 pro 100.000 Einwohner und Frauen sind 2 bis 5
Mal haufiger betroffen (Mills JA 1994).

Die 10-Jahresuberlebensrate liegt bei 80-90%. Nach 20 Jahren leben noch 65%
der Betroffenen. Das Uberleben hangt stark von der Anzahl der Exazerbationen
im Laufe der Erkrankung sowie der Therapie ab (Shinjo SK et al. 2010, Swaak
AJ et al. 1989, Pistiner M et al. 1991, American College of Rheumatology 1999,
Cervera R et al. 2002).

1.1.4 Atiopathogenese

Die Entstehung der Erkrankung ist noch immer nicht vollstandig geklart. Man
geht heute von einer multifaktoriellen Genese der Erkrankung aus. Genetische,
hormonelle, immunologische (Auto-AK-Bildung) und auch exogene Faktoren
wie zum Beispiel Virusinfektionen, Chemikalien oder Medikamente spielen in
der Pathogenese moglicherweise eine wichtige Rolle (, Ando DG et al. 1987,
Smolen et al. 1998, Herrmann M. et al. 2000, Sawalha AH et al. 2004,
Gualtierotti R et al. 2010).

Die Vermutungen fur die genetische Beteiligung beim SLE stammen aus der
Beobachtung unterschiedlicher Konkordanzraten bei eineiigen und zweieiigen
Zwillingen und ebenfalls aus der beobachteten familiaren SLE-Haufung. Es wird
angenommen, dass kein einzelnes Gen, sondern mehrere Gene und
unterschiedliche Umweltfaktoren gemeinsam SLE auslésen konnen (Reichlin M
et al. 1992, Tan FK et al. 1998, Roberton CA et al. 2000, Sawalha AH et al.
2004, Delgado-Vega A et al. 2010). Zur Diskussion steht, dass SLE ebenfalls
durch Umweltfaktoren wie UV-Strahlen ausgelost werden kann. Fir diesen
Zusammenhang spricht, dass Schibe und ein Neuauftreten der Erkrankung
haufiger in den Sommermonaten beobachtet werden (Hasan T et al. 2004).
Zudem wird vermutet, dass verschiedene Auto-AK bei der SLE-Entstehung
beteiligt sind (Witte T 2008). Auto-AK kdnnen sowohl durch die Fc-Rezeptor-
vermittelte Entzindung als auch durch die direkte Zellschadigung, die
gewohnlich komplementabhangig ist, zur Zell- und Gewebszerstérung fuhren
(Weening JJ et al. 2004). AK, die sich gegen Proteine, Polysaccharide oder

Nukleinsauren  richten, bilden mit den Ag und angelagerten



Komplementfaktoren einen Verbund, der als Immunkomplex bezeichnet wird.
Hierbei wird das Komplementsystem aktiviert, und insbesondere die
Komplementfaktoren C4 und C3c verbraucht, wobei einzelne
Komplementspaltprodukte (C3e, C3d) vermehrt gebildet werden. Sowohl die
Auto-AK als auch die Immunkomplexe konnen an negativ geladene
Oberflachen, wie zum Beispiel an die glomerulare und epidermale
Basalmembranen, den Plexus choroideus, kleine Arterien oder andere Gewebe
binden, was die Vielfalt der Krankheitsmanifestation erklaren kann (Witte T
2008, Schmiedeke T et al. 1992, Stockl F et al. 1994, Vogt A et al. 1993). Bei
dem Autoimmunprozess kommt es im Verlauf zur Aktivierung polyklonaler B-
Zellen, die wiederum vermehrt Auto-AK produzieren. Daraus ergibt sich ein
Krankheitsprozess, der sich selbst perpetuiert und in seiner Aktivitat ansteigen
kann (Herrmann M. et al. 2000).

1.1.5 Klinisches Bild und Differentialdiagnosen

Im Frihstadium kommt es beim SLE zunachst haufig zu unspezifischen
Allgemeinsymptomen  wie vermehrter Mudigkeit, Leistungsschwache,
Gewichtsverlust, Fieber, Sonnenempfindlichkeit mit Exanthemen und
Arthralgien. Initial sind ebenfalls haufig unterschiedliche Haut- und
Schleimhautlasionen wie das typische Schmetterlingserythem, das sich Uber
den Nasenricken auf beide Wangen ausdehnt, Hyperkeratosen, aphtdse
Lasionen zu beobachten. Grundsatzlich kann sich die Erkrankung auf die
Allgemeinsymptome sowie die Hautveranderungen beschranken, was somit
eine gunstige Prognose hatte. Jedoch kénnen im Verlauf auch mehrere
Organsysteme (Gelenke, Muskulatur, Magen-Darm-Trakt, Lungen, Herz, ZNS,
Nieren, das hamatopoetische System und andere) betroffen sein. Insgesamt
hat eine Nierenbeteiligung beim SLE den gravierendsten Einfluss auf die
Prognose (Ginzler EM et al. 1982, Rothfield NF 1977, Vogt A et al. 1993,
Seleznick MJ et al. 1991, Sauter M et al. 2007). Je fruher die Krankheit
ausbricht, desto groRer ist das Risiko, eine klinisch relevante Nephritis zu

entwickeln. 80-90% der Patienten, die im Kindesalter erkrankt sind, leiden



spater an einer Nephritis (Klippel JH 1997, Cervera R et al. 2002). Nicht selten

endet eine Lupusnephritis in chronischer Niereninsuffizienz.

Einen Uberblick iber die Krankheitssymptome und deren Haufigkeit gibt die
Tabelle 1.1:

Tab. 1.1: Haufigkeit der Krankheitssymptome beim SLE
(eigene Darstellung)

Symptome Haufigkeit in %
Mudigkeit 80 -100
Fieber 80
Schmetterlingserythem 50-70
Photosensibilitat 15-40
Sekundares Raynaud-Syndrom 40 - 60
Arthralgien / nichterosive Arthritis 95
Myalgien / Myositis 5-10
Pleuritis 50 - 60
Perikarditis 20-25
Krampfanfalle 10
Periphere Neuropathie 5-20
Nephritis 50
Leukozytopenie 40 - 50
Anémie 50 - 80
Thrombozytopenie 20-30

Vergleichbare Symptome koénnen allerdings auch bei zahlreichen anderen
Erkrankungen vorkommen. Mogliche Differentialdiagnosen fir SLE sind z.B.
andere Kollagenosen, eine idiopathische thrombozytopenische Purpura oder
Vaskulitiden.

1.1.6 Diagnostik

Durch die Uberaus grof3e klinische Variabilitat ist die Erkrankung haufig schwer
zu diagnostizieren. Daher betragt die durchschnittliche diagnostische Latenz bei
SLE laut Angaben der Deutschen Rheumaliga etwa 2 Jahre. Das American
College of Rheumatology (ACR) hat einen Katalog von diagnostischen Kriterien
fur das Vorliegen eines SLE definiert. Die 1997 modifizierten ACR-
Klassifikationskriterien (siehe Tabelle 1.2) fassen zahlreiche klinische und

laborchemische Parameter zusammen (Tan EM et al. 1982). Falls vier oder



mehr dieser elf Kriterien erfullt sind, kann die Diagnose SLE mit einer 96%-igen
Spezifitdt und einer 96%-igen Sensitivitat gestellt werden.

Tab. 1.2: ACR-Klassifikationskriterien (1982, modifiziert 1997)

flaches oder erhabenes Exanthem beider Wangen, die Nasolabialfalten

1. Schmetterlingserythem aussparend

erythematdse erhabene Flecken mit keratotischer Schuppung und

2. Diskoide Hautldsionen atrophischen Narben
3. Photosensibilitat Hautrétung infolge einer ungewdhnlichen Reaktion auf Sonnenlicht
4. Ulzerationen orale oder nasopharyngeale Ulzera, gewdhnlich ohne Schmerzen
5. Arthritis ggzehrteEr%sLil\g /l;\rr:[gﬂsfi(;sh?efgji oder mehr peripheren Gelenken mit Schwellung
6. Serositis a) Pleuritis (Reibegerausche oder Erguss in der Anamnese oder aktuell
Oder
b) Perikarditis (EKG, Auskultation oder Echokardiogramm)
7. Nierenbeteiligung a) persistierende Proteinurie ber 0,5 g in 24 Std.
Oder
b) Zylindrurie (Erythrozyten, Hamoglobin, granulierte oder gemischte)
8. ZNS-Beteiligung 2 mpie o moglene nders rsacen e Mealamente
Oder

b) Psychose (nach Ausschluss moglicher anderer Ursachen)

9. Blutbildveranderungen | a) hamolytische Anamie mit Retikulozytose
Oder

b) Leukozytopenie: <4000/mm?

Oder

¢) Lymphozytopenie: <1500/mm?

Oder

d) Thrombozytopenie: <100000/mm?*

10'I.r.nmun°|°g|SChe a) positive LE-Zellphanomene (2 Zellen pro Gesichtsfeld)
Veranderungen

Oder

b) AK gegen dsDNA mit pathologischen Titern

Oder

c) AK gegen Sm (Smith-Kernantigen)

Oder

d) Anti-Phospholipid-AK

Oder

e) falsch positive Syphilis-Tests tiber 6 Mo. (Testverfahren: TPHA oder FTA)

11. Antinukleire pathologische Titer von AK gegen Kernantigen (indirekte Immunofluoreszenz
A ’ K& u. a.) ohne gleichzeitige Gabe von Medikamenten, die einen
ntikorper medikamenteninduzierten LE auslésen kénnen

Mindestens 4 dieser 11 Kriterien missen gleichzeitig oder im Verlauf eines
beliebigen Zeitraums vorhanden sein, um die Diagnose SLE stellen zu kénnen




1.1.7 Therapie

Die Behandlung des SLE richtet sich nach dem Schweregrad und Organbefall.
Neben einem chronischen Verlauf kann es beim SLE durch unterschiedliche
Ursachen zu einem Krankheitsschub mit vermehrter Erkrankungsaktivitat
kommen. Im akuten Schub wird der SLE meist mit hdherdosierten
Kortikosteroiden und Cyclophosphamid behandelt. Als Langzeittherapie werden
unterschiedliche immunmodulierende Medikamente (sogenannte
Basismedikamente) verabreicht. Hierzu gehdéren  Hydroxychloroquin,
Azathioprin, Methotrexat, Cyclosporin-A oder Mycophenolat-Mofetil. Die
Substanzen werden teilweise in speziellen Kombinationsschemata gegeben.
Eine supportive Therapie, bestehend z.B. aus einer Schmerztherapie,
Physiotherapie und z.T. Psychotherapie, ist bei der Behandlung des SLE

ebenfalls haufig indiziert.
1.2 Antikorper

1.2.1 Antinukleare Antikorper

ANA sind eine Gruppe heterogener Antikdper, die gegen verschiedene
Zellkernantigene, wie Nukleosomen, dsDNA, Einzelstrang-DNA (ssDNA),
Histone (H1 — H4) und Non-Histon-Proteine (Sm, snRNP, SS-A/Ro, SS-B/La)
gerichtet sind (s.0.). Es wird diskutiert, dass die Apoptose der zirkulierenden
Lymphozyten bei SLE-Patienten bis zu 2,4 Mal haufiger als in der gesunden
Bevolkerung oder bei Patienten mit rheumatoider Arthritis vorkommt. Durch die
gesteigerte Apoptose sind die Makrophagen nicht mehr in der Lage, die
apoptotischen Zellen und die Zellkernreste, die als Ag dienen, adaquat zu
beseitigen. Diese Ag stimulieren das Immunsystem, was wiederum zur Bildung
der ANA fuhrt (Emlen W et al. 1994, Kalden JR. 1996, Herrmann M. et al. 2000,
Stuart L et al. 2002, Weening JJ et al. 2004).

ANA werden seit ihrer Entdeckung in der Diagnostik der entzindlich-
rheumatischen Erkrankungen eingesetzt. Am haufigsten werden hochaffine

ANA der IgG-Klasse beim SLE- und beim Sjogren-Syndrom nachgewiesen. Sie



besitzen eine hohe diagnostische Sensitivitat bei SLE-Patienten (>95%) und
Sjogren-Patienen (>90%), die mit einem entsprechend hohen negativ
pradiktiven Wert verbunden ist (Hochberg MC 1990, Ulvestad E et al. 2000,
Sawalha AH et al. 2004). Allerdings ist ihre diagnostische Spezifitat deutlich
eingeschrankt, da u.a. auch in den Seren der gesunden, vor allem alteren,
Bevolkerung und bei anderen rheumatischen und nichtrheumatischen
Erkrankungen meist niedrige ANA-Titer nachgewiesen werden. Die
Aussagekraft der ANA-Titer bezuglich der Krankheitsaktivitdt und des
Therapieerfolgs ist ebenfalls sehr eingeschrankt.

Zum Screening auf ANA hat sich indirekte Immunfluoreszenz (IFT) mit sog.
HEp 2-Zelle ("Humane Epitheliomzelllinie") durchgesetzt. Es handelt sich
hierbei um eine humane Larynxkarzinomzelllinie. Krebszellen zeichnen sich
durch eine vermehrte Teilungsaktivitdt aus, wodurch samtliche Stadien der
mitotischen Zellteilung nachweisbar sind, was die Bestimmung der
unterschiedlichen AK-Muster ermdglicht.

Die in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie nachweisbaren Muster geben erste
Hinweise auf die Spezifitat der ANA (z.B. gesprenkelt: UT-RNP, Sm; nukleolar:
RNA-Polymerase, Ku, PM-Scl; Kernmembran - Lamine, gp210). Die Anfarbung
der Chromosomen in der Metaphase ist ein wichtiges Anzeichen flr das
Vorliegen diagnostisch relevanter AK (z.B. anti-dsDNA, Scl-70).

ANA-positive Seren mit einem charakteristischen Fluoreszenzmuster fur SLE
(z.B. homogene Anfarbung des Zellkernes und der kondensierten
Chromosomen, kurz ,homogen Chromosomen positiv bezeichnet) werden
dann in einem zweiten spezifischen Testverfahren auf AK gegen dsDNA (Anti-
dsDNA-AK) untersucht (s.u.).

In der Tabelle 1.3 sind Erkrankungen, bei denen ANA nachgewiesen werden,

und deren Haufigkeit aufgelistet.



Tab. 1.3: Haufigkeit der ANA's

(eigene Darstellung nach Kavanaugh A et al. 1999)
Erkrankung Haufigkeit in %
SLE 95 - 100
Drug-SLE 100
Diskoider LE 5-25
Mischkollagenose 100
Sjégren-Syndrom 40-70
Autoimmun-chron. aktive Hepatits 100
Progressive Systemsklerose 60 - 80
Dermato-/Polymyositis 30-80
Rheumatoide Arthritis 30-50

1.2.2 Antikorper gegen dsDNA

Der diagnostisch wichtigste Laborparameter beim SLE ist der Nachweis von
Anti-dsDNA-AK, welche sich bei ca. 60-85% der SLE-Patienten nachweisen
lassen (Mutasim DF et al. 2000). Mogliche molekulare Erkennungsstrukturen
dieser Antikérperspezies sind das Desoxyribose-Phosphat-Gerust, die
Basenpaare der Doppelhelix oder die Doppelhelixkonformation selbst. Mit Blick
auf die pathogenetische Bedeutung dieser Auto-AK ist interessant, dass Anti-
dsDNA-AK bereits mehr als zwei Jahre vor dem eigentlichen
Krankheitsausbruch bei SLE-Patienten nachweisbar sein kénnen. Bei 55% der
SLE-Patienten werden Anti-dsDNA-AK schon vor der Diagnosestellung
nachgewiesen (Greer JM et al. 1989, Smeenk RJT et al. 1992, Arbuckle MR et
al. 2001, Arbuckle MR et al. 2003). Die Anti-dsDNA-AK haben zudem
moglicherweise auch eine prognostische Relevanz. So kommt es haufig vor
einer klinischen Aktivitatszunahmen zum Anstieg der Anti-dsDNA-AK-
Konzentration. (Ter Borg EJ et al. 1990, Witte T, Hartung K, Matthias T et al.
1998, Hahn BH 1998, Arbuckle MR et al. 2001, Sawalha AH et al. 2004). Zu
erwahnen sind auch AK gegen ssDNA, die jedoch in der Pathogenese des SLE
eine untergeordnete Rolle spielen.

Es lassen sich grundsatzlich drei Isotypen (IgA, IgM und IgG) der Anti-dsDNA-
AK nachweisen. Von der hdchsten diagnostischer Relevanz fir den SLE sind
Anti-dsDNA-AK vom IgG Isotyp, da diese eine hohe Spezifitat fur SLE besitzen

bzw. bei anderen rheumatologischen Erkrankungen nur selten auftreten (Hahn



BH 1998). Einen Uberblick Uber die Isotypen der Anti-dsDNA-AK und deren
Eigenschaften gibt die Tabelle 1.4.

Tab. 1.4: Isotypen der Anti-dsDNA-AK
(eigene Darstellung)

IgG-Typ « im Serum der SLE-Patienten am haufigsten zu finden
« stark assoziiert mit der Lupusnephritis (Witte T et al. 1998)
IgA-Typ * eher bei jingeren Patienten nachzuweisen

* assoziiert mit Vaskulitis, akralen Nekrosen, Erythemen, erhéhter BSG,
Komplementverbrauch (Witte T, Hartung K, Matthias T et al. 1998)
IgM-Typ » Schutz vor der Nierenbeteiligung

* freten unabhangig vom Alter und Geschlecht auf

* sinken mit zunehmenden Krankheitsjahren (Witte T et al. 1998)

* konnen zirkulierende dsDNA binden und somit verhindern, dass sich

pathologische IgG-Immunkomplexe, die Lupusnephritis induzieren,
bilden (Witte T et al. 1998)

Daruber hinaus sind hochaffine Anti-dsDNA-AK vom IgG-Typ mit einer
Nierenbeteiligung assoziiert (Kalden JR 1996).

Anti-dsDNA-AK lassen sich mittels verschiedener Testsysteme nachweisen.
Hierzu gehoéren die indirekte Immunfluoreszenz (IFT) mit Crithidia luciliae,
Fluoreszenz-Immunoassay (FIA), ein Radioimmunoassay (RIA), sowie ein
Enzym-linked immuno sorbent assay (ELISA). Hierdurch werden die AK in
unterschiedlichem Ausmal erfasst (Salonen EM et al. 2004). Eine deutlich
geringere diagnostische Spezifitat bei gleichzeitig hoher Sensitivitat weisen
demgegenuber Anti-dsDNA-AK mit niedriger Affinitat auf. Diese AK finden sich
bereits in der Frihphase eines SLE, kdnnen aber auch bei einer Reihe anderer
Erkrankungen nachweisbar sein. Hierzu zahlen andere Kollagenosen, die
rheumatoide  Arthritis  (RA), andere  Autoimmunerkrankungen (z.B.
Autoimmunthyreopathien oder autoimmune Hepatopathien), aber auch
infektiose Erkrankungen (z.B. chronische Hepatitis, HIV-Infektion) (Swaak T et
al. 1987).

In der Routinediagnostik wird haufig zunachst eine Stufendiagnostik fir den
Nachweis von ANA durchgefuhrt. Sind diese positiv und weisen ein typisches
Fluoreszenzmuster auf, wird dann in einem zweiten, spezifischen Testverfahren
das Vorliegen von Anti-dsDNA-AK untersucht. ANA-negative Seren enthalten

demgegenuber nur in sehr seltenen Fallen Anti-dsDNA-AK, so dass im
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Regelfall bei ANA-Negativitat auf die gezielte Bestimmung dieser AK in einem
zweiten Testverfahren verzichtet werden kann.

Anti-dsDNA-AK im Serum von Nicht-SLE-Patienten weisen darauf hin, dass ein
85%-iges Risiko besteht, SLE oder dessen Unterformen im Verlauf zu
entwickeln (Swaak T et al. 1987).

Ein positiver Anti-dsDNA-AK-Nachweis kann die Diagnose SLE bestatigen,
wobei ein negatives Testergebnis diese nicht sicher ausschliefen kann, da
Anti-dsDNA-AK nur bei 60-85% der SLE-Patienten zu finden sind (Mutasim DF
et al. 2000).

1.3 Problemstellung

Da der Nachweis von Anti-dsDNA-AK ein wichtiges diagnostisches Kriterium fur
den SLE ist, missen die Testsysteme fur diese AK eine hohe Spezifitdt und
Sensitivitat besitzen. Die Tests sollten einfach und schnell durchfihrbar sein
und moglichst auf potentiell gesundheitsschadliche Reagenzien verzichten (z.B.
Radioaktivitat). Die auf dem Markt vorhandenen Testsysteme fur Anti-dsDNA-
AK unterscheiden sich hinsichtlich des Testprinzips (IFT, ELISA, FIA, RIA), des
Grades der Mechanisierung (manueller oder automatisierter Test), der Art des
verwendeten Ag (rekombinant oder nativ gereinigt), der
Festphasenbeschichtung, der Kalibration (meist bezogen auf den WHO Wo/80
Referenzkalibrator), der Nachweisgrenze, des Mess- und Referenzbereiches
sowie der Erfassung von AK unterschiedlicher Affinitat (niedrig und hoch) und
unterschiedlichen Isotyps (meist IgG, RIA auch IgA und IgM).

In dieser Arbeit sollten funf kommerzielle Assays zur Bestimmung von Anti-
dsDNA-AK (ein Farr-RIA, drei ELISA und ein FIA) hinsichtlich ihrer
diagnostischen Leistungsfahigkeit (Sensitivitat, Spezifitat, Effizienz, positive und
negative Pradiktion) bei SLE untersucht werden. Zur Optimierung des
diagnostischen Vorgehens wurden daruber hinaus die Hersteller Cutoff-Werte
und die Strategie einer kombinierten Testbewertung aus ANA-

Immunfluoreszenz und Anti-dsDNA-AK-Assay gepruft.

11



Des Weiteren wurde untersucht, ob die Hohe der Anti-dsDNA-AK Hinweise auf
die Organbeteiligung im Rahmen der Erkrankung gibt oder ob diese mit der

Aktivitat der Erkrankung korreliert.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswahl der Patienten

In dieser Studie wurden Seren von insgesamt 442 verschiedenen Patienten der
Medizinischen Kliniken und Polikliniken B und D sowie der Klinik und Poliklinik
fur Hautkrankheiten des Universitatsklinikums Mdunster bzw. 126 gesunden
Probanden untersucht. Die Sammlung der Seren erfolgte im Zeitraum von
September 1997 bis April 2004. Die Seren der gesunden Kontrollgruppe
wurden vom Institut fur Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Munster
zur Verfugung gestellt. Alle Seren wurden bis zur Untersuchung bei -70CT
gelagert.

Im Rahmen der klinischen Datenerhebung erfolgte die Erfassung der jeweiligen
diagnostischen Kriterien (klinische Zeichen und Symptome, morphologische
Untersuchungsbefunde, labordiagnostische Befunde). Beim SLE im speziellen
wurde das Vorliegen der ACR-Kriterien von 1982 Uberprift. Zur Beurteilung
eines moglichen therapeutischen Einflusses auf die Nachweisbarkeit von Anti-
dsDNA-AK wurden bei den Patienten die Medikamente (insbesondere
immunmodulierende Pharmaka) zum Zeitpunkt der Probenahme dokumentiert.
Patienten, die die festgelegten Kriterien nicht vollstandig erflllten, deren
klinische Diagnose nach Riicksprache mit den behandelnden Arzten jedoch

eindeutig war, wurden ebenfalls in die Studie aufgenommen.
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Abb. 2.1: Aufteilung des untersuchten Patientenkollektives und der gesunden

Probanden

Gesunde
(n=126)
SLE (n=126)
Infektionen (n=41) u M
andere NI:Cht-SLE-
Autoimmunerkrankungen Ko a§enosen
(n=40) (n=119)
primare
Vaskulitiden (n=21) systemische
Arthritiden
(n=95)

2.1.1 SLE-Patienten

Es wurden Seren von 126 SLE-Patienten untersucht, welche alle die ACR-
Kriterien fur den SLE erflllten. Bei 112 Patienten waren die ACR-Kriterien auch
ohne das Kriterium der Anti-dsDNA-AK-Positivitat erfullt.

Das Durchschnittsalter der SLE-Patienten lag bei 41,8 (17—-76) Jahren. Die
Altersgruppe zwischen dem 30. und 39. Lebensjahr war mit 39 Patienten am
starksten vertreten. Das Geschlechtsverhaltnis betrug 115 Frauen zu 11
Mannern. Das Alter bei Erstdiagnose streute vom 9. bis zum 66. Lebensjahr.
Der Mittelwert lag bei 30,8 Lebensjahren.

Die Krankheitsdauer variierte stark und lag im Bereich zwischen einem Monat
und 33 Jahren. Die mittlere Krankheitsdauer betrug 11,2 Jahre.

Die Organbeteiligungen waren bei den SLE-Patienten sehr vielfaltig.
Ausgehend von den ACR-Kriterien konnten folgende Organbeteiligungen im

SLE-Kollektiv (siehe Tabelle 2.1) nachgewiesen werden.
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Tab. 2.1: Organbeteiligung im SLE-Kollektiv (n= 126)
(eigene Darstellung)

Organsystem Patienten-Anzahl % der SLE-Gruppe
Haut 106 84,1

Gelenke 119 94,4

Niere 33 26,2

Herz 4 3,2

ZNS 17 13,5

Die Aktivitat der Erkrankung wurde mit Hilfe des SLEDAI-2K (SLE Disease
Activity Index 2000) ermittelt. Der urspringliche SLEDAI wurde 1985 zur
Erfassung der klinischen Aktivitat bei SLE entwickelt. Es wurden nur Ereignisse
gezahlt, die sich in den letzten 10 Tagen und am Tag der Untersuchung
ereignet hatten (Committee on Prognosis Studies 1986, Bombardier C et al.
1992). 2000 wurde der SLEDAI-Score modifiziert und SLEDAI-2K genannt
(Gladman DD et al. 2002). Hierbei wurden vier Variablen (Proteinurie, Lupus-
Ausschlag, Alopecie und Schleimhautulzera) auch dann gewertet, wenn sie
bereits langer bestanden. SLEDAI-2K und SLEDAI sind in der Vorhersage der
Mortalitat, in der Beschreibung der Krankheitsaktivitat und in der Beschreibung
der Veranderung der Krankheitsaktivitat in der Zeit zwischen zwei Arztbesuchen
vergleichbar. In der folgenden Tabelle sind die im SLEDAI-2K-Score
untersuchten Organsysteme, deren Symptome und die entsprechende

Punktzahl aufgelistet.
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Tab. 2.2: SLEDAI-2K-Score
(eigene Darstellung nach Gladman DD et al. 2002)

Organsysteme Befunde Punkte
ZNS Krampfanfalle 8
Psychosen

organisches Hirnsyndrom

Stoérungen der Augen

Stérungen der Hirnnerven

Lupus-Kopfschmerzen

cerebrovaskulare Ereignisse
GefaRe Vaskulitis

Gelenke und Muskulatur Arthritis

Myositis

Nieren Urin-Zylinder

Hamaturie

Proteinurie

Pyurie

Haut Lupus-Ausschlag

Alopecie

Schleimhautulcera

Serosahaute Pleuritis
Perikarditis
Immunsystem erniedrigte Komplementfaktoren

erhohte DNA-AK im RIA

Allgemeinbefinden Fieber

Blut Thrombozytopenie

a2 IR AP O]|]O|[0|[0|0|00]| 0

Leukozytopenie

Gesamtpunktzahl 105

Die hochste Punktzahl von 28 Punkten erreichte im untersuchten SLE-Kollektiv
eine Patientin. Am haufigsten, namlich von 32 Patienten, wurden vier Punkte
erreicht. Die durchschnittliche Punktzahl lag bei 5,2 Punkten (Minimum O
Punkte — Maximum 28 Punkte). In der Literatur wurden durchschnittliche
Punktzahlen von 4,2 Punkten bzw. 4,8 Punkten beschrieben (Gladman DD et
al. 1996, Gladman DD et al. 2000).

Die mit SLEDAI-2K-Score ermittelte Krankheitsaktivitat wurde nach einem
Vorschlag in der Literatur in drei Aktivitatsgruppen (inaktiv, milde aktiv, aktiv)
eingeteilt (Chan EYT et al. 1998, Gladman DD et al. 2000). Die
Krankheitsaktivitdat wurde bei 38 Patienten als inaktiv (1-3 Punkte), bei 55
Patienten als milde aktiv (4-7 Punkte) und bei 33 Patienten als aktiv (>7 Punkte)
beurteilt.
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2.1.2 Patienten mit Nicht-SLE-Kollagenosen

119 Patienten (103 Frauen und 16 Manner) waren an anderen Kollagenosen
erkrankt. Sie stellten das Nicht-SLE-Kollagenosen-Kollektiv ~ (NSLE-
Kollagenosen-Kollektiv) dar. Das Durchschnittsalter lag bei 53,5 (22-83)
Jahren. In der folgenden Tabelle sind einzelne Kollagenosen mit Patienten-

Anzahl und dem Durchschnittsalter eingetragen.

Tab. 2.3: Nicht-SLE-Kollagenosen

(eigene Darstellung)

Patienten-Anzahl | % der Patientengruppe | Durchschnittsalter
CREST 25 21 61,7 Jahre
Dermatomyositis 10 8,4 54,3 Jahre
Polymyositis 5 4,2 51,8 Jahre
MCTD 15 12,6 40,3 Jahre
Sklerodermie 32 26,9 55,7 Jahre
Sjogren 32 26,9 51,1 Jahre

2.1.3 Patienten mit systemischen Arthritiden

Das Kollektiv der systemischen Arthritiden umfasste 95 Patienten (62 Frauen
und 33 Manner). Das Durchschnittsalter lag bei 53,1 (25-78) Jahren. Die
vertretenen Erkrankungen, ihre Haufigkeit und das Durchschnittsalter der

Patienten gibt die Tabelle 2.4 wieder.

Tab.: 2.4: Systemische Arthritiden

(eigene Darstellung)

Patienten-Anzahl | % der Patientengruppe |Durchschnittsalter
Rheumatoide Arthritis 80 84,2 54,1 Jahre
M. Still 2 2,1 32 Jahre
M. Bechterew 6 6,3 44,8 Jahre
Psoriasisarthritis 7 7.4 54,9 Jahre

21 Patienten mit Rheumatoider Arthritis erhielten zum Zeitpunkt der

Blutentnahme eine Therapie mit einem TNF-a-Inhibitor.
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2.1.4 Patienten mit primaren Vaskulitiden

21 Patienten (2 Frauen und 19 Manner) gehoérten zu der Gruppe der primaren
Vaskulitiden. Das Durchschnittsalter betrug 48,8 (25-78) Jahre. Die vertretenen
Erkrankungen, ihre Haufigkeit und das Durchschnittsalter der Patienten gibt die
Tabelle 2.5 wieder.

Tab. 2.5: Primare Vaskulitiden
(eigene Darstellung)

Patienten-Anzahl | % der Patientengruppe | Durchschnittsalter
M. Wegener 14 66,7 47,7 Jahre
Panarteritis nodosa 2 9,5 54 Jahre
Mikroskopische Polyangiitis 2 9,5 64 Jahre
Undifferenzierte Vaskulitis 3 14,3 40 Jahre

2.1.5 Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen

Zu dieser Gruppe gehdrten weitere 40 Patienten (30 Frauen und 10 Manner)
Das Durchschnittsalter betrug 50,8 (20-79) Jahre. Die vertretenen
Erkrankungen, ihre Haufigkeit und das Durchschnittsalter der Patienten gibt die
Tabelle 2.6 wieder.

Tab. 2.6: Autoimmunopathien
(eigene Darstellung)

Patienten-Anzahl | % der Patientengruppe |Durchschnittsalter

Autoimmunhepatitis 15 37,5 50,5 Jahre
Primare bilidre Zirrhose 11 27,5 56,4 Jahre
Thyreopathien 14 35 46,8 Jahre

Von den 14 Patienten, die an einer Thyreopathie litten, waren neun Patienten

an M. Basedow und funf an Hashimoto-Thyreoiditis erkrankt.
2.1.6 Patienten mit Infektionen

Das Kollektiv der infektiosen Erkrankungen (HIV und Hepatitis C) setzte sich
aus 41 Patienten (10 Frauen und 31 Mannern) zusammen. 19 Patienten waren
HIV-positiv und 18 Patienten HCV-positiv. Vier Patienten waren sowohl HIV-

als auch HCV-positiv. Bei allen Patienten waren zusatzlich zum serologischen
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Befund signifikante Viruslasten nachweisbar. Das Durchschnittalter betrug 41,5
(23-65) Jahre.

2.1.7 Ubergreifende Kollektive

Einige Patientenkollektive wurden zu gréReren Kollektiven zusammengefasst.
Das Nicht-Kollagenosen-Kollektiv (NKOLL-Kollektiv) umfasste 197 Patienten
(104 Frauen und 93 Manner), die an systemischen Arthritiden, primaren
Vaskulitiden, infektiosen Erkrankungen und anderen Autoimmunerkrankungen
litten. Das Durchschnittsalter in diesem Kollektiv lag bei 49,8 (20-79) Jahren.
Das Nicht-SLE-Erkrankten-Kollektiv (NSLE-Erkr.-Kollektiv) zahlte 316 Patienten
(207 Frauen und 109 Manner) und fasst alle Erkrankten zusammen, mit
Ausnahme der SLE-Patienten. Das Durchschnittsalter betrug hier 51,2 (20-83)

Jahre.
2.1.8 Gesunde

Das gesunde Kontrollkollektiv (GKO) wurde aus 126 Blutspendern (92 Frauen
und 34 Manner) gebildet. Nach anamnestischer Befragung sowie klinischer und
laborchemischer Untersuchung waren sie von den Arzten des Instituts flr
Transfusionsmedizin zur Blutspende zugelassen worden. Das
Durchschnittsalter lag bei 38,1 (18—78) Jahren.

2.2 Messung der Anti-dsDNA-AK

Wie oben erwahnt, wurden in der vorliegenden Arbeit funf Tests miteinander
verglichen. Der Farr-RIA wurde hierbei als Referenztest angesehen, da dieser
routinemafig zur Messung der Anti-dsDNA-AK im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Munster eingesetzt wurde. Gegen diesen Test wurden
drei verschiedene ELISA-Tests sowie ein automatisierter FIA getestet (siehe
Tabelle 2.7). Alle Assays sind in IU/ml gegen den Referenzkalibrator Wo/80 der
WHO Kalibriert.
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Tab. 2.7: Ubersicht tiber die verwendeten Assays zum Nachweis von
Anti-dsDNA-AK

(eigene Darstellung)

Hersteller Abkiirzung | Test Prinzip | Antigen Cutoff-Wert [IU/ml]
DPC Biermann® | DPC RIA Rekombinante DNA 5
ORGenTec® ORG ELISA Rekombinante DNA 20

Binding Site® TBS ELISA Kalbsthymus DNA 75
Euroimmun® EUR ELISA LachsSperma DNA 100
Pharmacia® PHA FIA Rekombinante DNA 15

2.2.1 Farr-RIA

2.2.1.1 Prinzip des Farr-RIA

Das Prinzip des nach Richard Farr benannten Farr-RIA besteht darin, dass mit
radioaktivem '?°J-markierte rekombinante DNA an die Anti-dsDNA-AK, die sich
im Patientenserum befinden, bindet. Durch die Zugabe von Ammoniumsulfat-
Ldésung wird die antikdrpergebundene '25J.-DNA von der nicht gebundenen
getrennt, da die gebundene DNA prazipitiert. Nach Zentrifugation wird die
Radioaktivitdit des Prazipitats im Gamma-Counter gemessen. Durch
Bezugnahme auf eine im Test mitgefuhrte Kalibrationskurve kann die
Konzentration der Anti-dsDNA-AK im Patientenserum quantitativ ermittelt

werden.
2.2.1.2 Farr-RIA von DPC Biermann® (DPC)

25ul von jedem Kalibrator, jeder Kontrolle und Probe werden in Duplikaten in
die vorbereiteten Rohrchen pipettiert.  200pl  '®°J-markierter  humaner
rekombinanter DNA werden dazu pipettiert und am Wirbelmischer gemischt.
Dann folgt eine 2-stindige Inkubation bei 37C. Nach der Inkubation werden
jeweils 1000yl einer kalten Ammoniumsulfat-Lésung zugegeben und die Proben
erneut am Wirbelmischer durchmischt. Nach einer darauf folgenden 15-
minttigen Zentrifugation bei mindestens 2000 x g saugt man den Uberstand ab
und der Rest wird jeweils 1 Minute im Gamma-Counter gemessen.

Um die Messung auswerten zu konnen, wird eine Kalibrationskurve erstellt.
Hierdurch koénnen die Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen der Patientenseren

uber die berechneten Bindungswerte fur diese Seren in U/ml abgelesen
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werden. Die Multiplikation mit dem Faktor 2 ist notwendig, um die
Konzentrationen in IlU/ml angeben zu kénnen.

Der von der Firma empfohlene obere Grenzwert des Normalbereiches betragt 5
[U/ml.

2.2.2 ELISA
2.2.2.1 Prinzip des ELISA

Alle Reagenzien sowie die Patientenseren mussen vor dem Testbeginn
Raumtemperatur angenommen haben. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten
sind mit dsDNA-Ag (z. B. aus Kalbsthymus, Lachssperma oder rekombinanter
DNA) beschichtet. Die Kalibratoren, verdinnte Kontrollen und Patientenproben
werden in den Vertiefungen inkubiert, so dass in diesem ersten
Inkubationsschritt Anti-dsDNA-AK an das immobilisierte Ag in den Vertiefungen
binden konnen. Um ungebundene Proteine zu entfernen, werden die
Vertiefungen mit Waschpuffer gewaschen. Anschlielend wird ein Enzym-
Konjugat zugegeben, welches an die gebundenen humanen AK bindet.
Ungebundenes Konjugat wird durch einen weiteren Waschschritt entfernt. Das
gebundene Konjugat wird mit Hilfe einer Chromogen-Lésung sichtbar gemacht,
wobei die Farbentwicklung des Chromogens von der im Komplex gebundenen
Enzymmenge abhangt und somit auch proportional zur AK-Konzentration der
Probe ist. Um die Reaktion zu stoppen, wird in jede Vertiefung die im Set
enthaltene Stopp-Lésung pipettiert. Die Intensitat des entstandenen
Reaktionsprodukts wird bei einer Wellenlange von 450nm im Photometer

gemessen.
2.2.2.2 ELISA von ORGenTec® (ORG)

Vor der Messung werden die Serumproben 1:101 mit dem Probenpuffer
verdunnt. Jeweils 100yl Standards, Kontrollen und vorverdinnte
Patientenproben in Duplikaten werden entsprechend der Plattenbelegungen in
die Mikrotiterplatten, deren Kavitaten mit humaner, rekombinanter dsDNA

beschichtet sind, pipettiert. Es folgt die erste Inkubation von 30 Minuten bei
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Raumtemperatur (20-28C). Die Kavitaten werden danach entleert und
sorgfaltig drei Mal mit jeweils 300ul Waschpuffer gewaschen. Jeweils 100ul
anti-human-lgG Meerrettich-Peroxidase werden in die Kavitaten dazu gegeben
und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgt eine weitere dreimalige
Waschung mit jeweils 300ul Waschpuffer. Danach werden 100ul TMB-Substrat
(3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin) in die Kavitaten pipettiert und erneut 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100ul Stopp-Ldsung in jede
Kavitat wird die Platte ca. 5 Minuten stehen gelassen.

Innerhalb der nachsten 30 Minuten wird bei einer Wellenlange von 450nm die
optische Dichte (OD) aller Proben im Plattenphotometer gemessen.

Fir die Auswertung bedient man sich einer Standardgeraden. Die optischen
Dichten (OD) werden auf der linearen Skala und die Konzentrationen auf der
logarithmischen Skala aufgetragen. Die Punkte werden so verbunden, dass es
eine Gerade ergibt. Die Konzentrationen der Anti-dsDNA-AK in den
Patientenproben werden entsprechend abgelesen. Der von dem Hersteller
vorgegebene Cutoff-Wert liegt bei 20 1U/ml.

2.2.2.3 ELISA von The Binding Site® (TBS)

10ul  jeder Probe und jeder Kontrolle werden mit 1000yl Proben-
Verdinnungspuffer verdunnt (1:100) und gut gemischt. Dann werden 100ul von
jedem Kalibrator, jeder verdinnten Kontrolle und Probe in Duplikaten in die
dafur laut Plattenschema vorgesehenen Vertiefungen, die mit gereinigtem
dsDNA-Ag aus Kalbsthymus beschichtet sind, pipettiert. Die Platten werden 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann dreimal mit 300ul Waschpuffer
sorgfaltig gewaschen. Danach pipettiet man 100yl Peroxidase-markiertes
Kaninchen-anti-Human-1gG-Konjugat in jede Vertiefung und inkubiert weitere 30
Minuten bei Raumtemperatur. Die Platte wird wieder mit dem Waschpuffer
sorgfaltig gewaschen. Danach werden 100ul TMB-Substrat
(3,3’,5,5'Tetramethylbenzidin) in jede Vertiefung pipettiert und 30 Minuten bei
Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 100pl
Phosphorsaure als Stopp-Lésung in jede Vertiefung schlagt die Farbe von blau

nach gelb um. Die optische Dichte (OD) wird bei 450nm in jeder Vertiefung mit
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einem Mikrotiterplatten-Reader innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der
Stopp-LOosung bestimmt.

Zur Auswertung erstellt man mit Hilfe der Kalibratoren eine Kalibrationskurve.
Dazu wird die Anti-dsDNA-AK-Konzentration auf der logarithmischen Skala
gegen die OD-Werte auf der linearen Skala fur jeden Kalibrator aufgetragen.
Die Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen konnen ohne weitere Berucksichtigung
der Verdunnung aus der Kalibrationskurve direkt abgelesen werden.

Die Interpretation der Werte ist von der Firma wie folgt vorgegeben:

< 30 IU/ml negativ
30 -751U/ml grenzwertig
> 75 [U/ml positiv

2.2.2.4 ELISA von Euroimmun® (EUR)

Die zu untersuchenden Serumproben werden im Verhaltnis 1:201 verdinnt.
Anschliel3end werden entsprechend dem Pipettierschema je 100ul Kalibratoren,
Positiv- und Negativkontrollen oder verdinnte Serumproben in Duplikaten in die
einzelnen Reagenzgefalle, die mit gereinigtem dsDNA-Ag aus Lachssperma
beschichtet sind, pipettiert. Die Inkubation dauert bei Raumtemperatur 30
Minuten. Die Reagenzgefalie werden entleert und anschlieliend dreimal mit
jeweils 300ul Waschpuffer grundlich gewaschen. In einem weiteren Schritt
werden jeweils 100yl Peroxidase-markiertes Kaninchen-anti-Human-IgG-
Konjugat dazupipettiert und ebenfalls bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert.
Nach dem erneuten Waschen werden in die Reagenzgefalie jeweils 100ul
Tetramethylenbenzidin/Wasserstoffperoxid-Lésung pipettiert und bei
Raumtemperatur im Dunkeln 15 Minuten inkubiert. Jeweils 100pl
Phosphorsaure als Stopp-Losung werden dazugegeben. Die photometrische
Auswertung der Farbintensitat bei 450nm Messwellenlange und einer
Referenzwellenlange von 620nm wird innerhalb von 30 Minuten nach dem
Stoppen durchgefluhrt.

Die gemessenen Extinktionswerte der drei Kalibrationsseren werden gegen die
entsprechenden Einheiten (linear/linear) aufgetragen. Aus der entstandenen

Standardkurve lassen sich die Konzentrationen der AK in den Serumproben
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ablesen. Der von der Firma empfohlene obere Grenzwert des Normalbereiches
betragt 100 1U/ml.

223 FIA
2.2.3.1 Prinzip des FIA

Einzelne Wells sind mit definierten Ag beschichtet. Diese werden von den
spezifischen AK im Patientenserum gebunden. Die gebundenen
Immunglobuline werden mit einem Sekundarantikérper (anti-human IgG),
dessen gekoppeltes Enzym ein fluoreszierendes Substrat umsetzt,
nachgewiesen. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur gebundenen

Antikdrpermenge und wird in lU/ml umgerechnet.
2.2.3.2 FIA von Pharmacia® (PHA)

Es handelt sich hierbei um ein vollautomatisches Testsystem (UniCAP 100),
das alle notwendigen Schritte inklusive Probenverdinnung, Pipettiervorgange,
Inkubationen, Waschschritte und Messungen selbsttatig durchfihrt. Das Gerat
wird zuvor mit den Proben, Qualitatskontrollen und den Reagenzien bestlckt.
Fir eine Verdlinnung bendtigt das System 9ul Serum bei einem vorgelegten
Mindestvolumen von 100ul Serum. Als Ag wird rekombinante zirkulare
doppelstrangige Plasmid-DNA aus Escherichia coli und als Konjugat anti-
human IgG, das mit Galactosidase gekoppelt ist, eingesetzt. Die Galactosidase
spaltet in der Nachweisreaktion das Substrat 4-Methylumbelliferyl-R-D-
Galactosid.

Die Auswertung erfolgt automatisch und wird vom Gerat selbsttatig

ausgedruckt. Die Grenzen befinden sich zwischen 10 und 15 1U/ml.

<10 U/ml negativ
10 =15 1U/mi grenzwertig
>15 [U/ml positiv
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2.3 Bestimmung von ANA mittels indirekter Imnmunfluoreszenz

2.3.1 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz (IFT)

Die HEp2-Zellen sind auf Objekttragern fixiert. Durch Uberschichtung der
Objekttrager mit einer geeigneten Probenverdiinnung des zu testenden Serums
binden eventuell vorhandene AK. Diese werden in einem zweiten Schritt durch
mit Fluoreszenzfarbstoff markiertem Antihumanglobulin im

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.
23.21IFT

Anafluor HEp2 Kit von Innogenetics®
Verwendete Bestandteile:
e Objekttrager mit fixierten HEp2 Zellen
e ANA  positives Kontrollserum, homogenes Muster, human,
gebrauchsfertig
¢ ANA schwach positives Kontrollserum, human, gebrauchsfertig
¢ ANA negatives Kontrollserum, human, gebrauchsfertig
e Phosphatpuffer (PBS), Inhalt einer Tute in 1000ml Aqua dest. I6sen

e Eindeckmedium mit Ausbleichschutz, flissig, gebrauchsfertig

Anti-human IgG FITC von DAKO®
Verwendete Bestandteile:
e Antihumanglobulin vom Kaninchen, FITC markiert, IgG spezifisch, Fab-

Fragmente, Konzentrat 1:60 mit PBS verdliinnen

Vor Gebrauch werden alle Reagenzienkomponenten und die Testseren auf
Raumtemperatur gebracht und das Probenmaterial 1:80 mit PBS verdunnt.

1-2 Tropfen (ca. 20-40pl) verdinnten Serums bzw. Kontrollserums werden auf
je ein Testfeld gegeben. Die Felder missen vollstandig bedeckt sein und dirfen
bis zum Ende der Durchfihrung nicht austrocknen. Es folgt eine 30 Minuten

lange Inkubation bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Danach werden
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die Objekttrager vorsichtig einzeln mit PBS abgespult, 2 x 5 Minuten in PBS
gewaschen, vorsichtig bewegt und der Puffer wird gewechselt. Die Objekttrager
werden einzeln abgearbeitet, indem die Uberschissige Flussigkeit abgeklopft
wird (nicht austrocknen lassen). In einem weiteren Schritt werden 1-2 Tropfen
(ca. 20-40pl) Konjugat (Antihumanglobulin) auf jedes Testfeld gegeben und 30
Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer dunkel inkubiert.
Objekttrager werden erneut vorsichtig einzeln mit PBS abgesplilt, 2 x 5 Minuten
in PBS gewaschen und vorsichtig bewegt. Der Puffer wird gewechselt.
Uberschiissige Fliussigkeit wird abgeklopft. Auf jedes Testfeld wird ein kleiner
Tropfen Eindeckmedium gegeben und eingedeckt.
Die folgende Fluoreszenzmikroskopie erfolgt mit EUROStar | mit LED-
Beleuchtung. Es wird mit Objektiv CP ,Achromat® 40x und Okular 10x
mikroskopiert.
Die mit den verdlinnten Proben inkubierten HEp2-Zellen werden hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitat im Vergleich mit den Positiv- und Negativkontrollseren als
positiv. oder negativ beurteilt. Bei positiven Proben wird zudem das
Fluoreszenzmuster (Zellkern, Zytoplasma, Chromosomen in Metaphase) erfasst
Die folgenden nukledren Fluoreszenzmuster werden unterschieden:

e Homogen

e gesprenkelt (fein oder grob)

e nukleolar

e peripher (nuclear rim)

e Kernmembran

e nukleare Tupfen (nuclear dots)

e Zentromere
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Von Bedeutung ist ferner die Beurteilung der Anfarbung der Chromosomen in
der Metaphase.
Im Zytoplasma werden folgende Fluoreszenzmuster unterschieden:

e Mitochondrien

e Ribosomen

e Lysosomen

e Golgi-Apparat

e Aktin

e Vimentin

2.4. Nephelometrische Bestimmung der Komplementfaktoren
C3c und C4

2.4.1 Prinzip der Nephelometrie

Die grundlegende Reaktion bei der nephelometrischen Messung am BN Il ist
eine Ag-AK-Reaktion. Die fur die Proteinbestimmung eingesetzten Antiseren
stellen ein Gemisch spezifischer AK dar, die gegen verschiedene Epitope des
zu bestimmenden Proteins (Ag) gerichtet sind. Dadurch kann bei der Ag-AK-
Reaktion ein dreidimensionaler vernetzter Ag-AK-Komplex entstehen. Bei der
nephelometrischen Messung am BN Il (Fa. Dade Behring®, Marburg) wird mit
einer Leuchtdiode ein Lichtstrahl erzeugt, der durch die Messkuvette geschickt
wird. Das Licht, das an den Ag-AK-Komplexen gestreut wird, wird Uber ein
Linsensystem auf einer Photodiode fokussiert. Das fokussierte Streulichtsignal
wird dann in ein elektrisches digitales Signal umgewandelt. Die so gemessene
Intensitat des Streulichtes ist unter abgestimmten Bedingungen proportional der
Menge der Ag-AK-Komplexe in der Probe. Bei der Messung am BN Il wird die
AK-Menge (Antiserum) in konstanter Konzentration eingesetzt. Somit ist das
Messsignal proportional zur Antigenmenge. Anhand einer Referenzkurve, die
man mit einem definierten Standard erstellt, kann so die genaue Antigenmenge

bestimmt werden.
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2.4.2 Nephelometer BN Il von Dade Behring®

Fir die immunnephelometrische Bestimmung der Komplementfaktoren C3c und
C4 wurde das vollautomatisierte Nephelometer BN Il von Fa. Dade Behring®
entsprechend den Herstellerangaben mit den Herstellerreagenzien eingesetzt.
Der Messbereich fur C3c betragt 12 bis 410 mg/dl, entsprechend flur C4 6 bis
190 mg/dl. Die Komplementkonzentrationen, der in die Studie
eingeschlossenen Proben, wurden im Rahmen der Routinediagnostik jeweils
aus frischem Material bestimmt.

2.5 Statistische Methoden

2.5.1 Diagnostische Sensitivitat, Spezifitat, Effizienz und pradiktive Werte

Zur Ermittlung der diagnostischen Testqualitdt wurden die diagnostische
Sensitivitat, Spezifitat, Effizienz und die pradiktiven Werte berechnet. Dazu
wurden primar die von den Herstellern vorgegebenen Schwellenwerte (Cutoff-
Werte) herangezogen.

In den folgenden Definitionen der statistischen Testparameter sind die

verwendeten Begriffe wie folgt festgelegt:

richtig-positiv (RP):  Anzahl der Messungen, in denen ein positiver Befund vom Test korrekt
als positiv angezeigt wird.

richtig-negativ (RN): Anzahl der Messungen, in denen ein negativer Befund vom Test korrekt
als negativ angezeigt wird.

falsch-positiv (FP):  Anzahl der Messungen, in denen ein negativer Befund vom Test nicht
korrekt als positiv angezeigt wird.

falsch-negativ (FN): Anzahl der Messungen, in denen ein positiver Befund vom Test nicht
korrekt als negativ angezeigt wird.

Gesamtkollektiv (GK): Anzahl aller Messungen
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Die statistischen Testparameter sind folgendermaf3en definiert:

Diagnostische Sensitivitat: Wahrscheinlichkeit, mit der ein Kranker als krank

erkannt wird.

RP
Diagnostische Sensitivitdt = ---------------
RP +FN

Diagnostische Spezifitat: \Wahrscheinlichkeit, mit der ein nicht Kranker als

nicht krank erkannt wird.

RN
Diagnostische Spezifitdt = ---------------
RN + FP

Diagnostische Effizienz: Eine hohe Effizienz bedeutet, dass auch eine kleine

Stichprobe einen brauchbaren Schatzwert liefert.

RP + RN
Diagnostische Effizienz = ------------—--
GK

Positiv pradiktiver Wert: \Wahrscheinlichkeit, mit der eine Erkrankung vorliegt,

wenn der Test positiv ist.

positiv pradiktiver Wert = ——-mm-mmmeemmem-

Negativ pradiktiver Wert: Wahrscheinlichkeit, mit der eine Erkrankung nicht

vorliegt, wenn der Test negativ ist.

RN
negativ pradiktiver Wert =  -------ee-memm-
RN + FN

2.5.2 Receiver Operating Characteristic Kurvenanalyse (ROC)

Mit Hilfe der ROC-Analyse kann die Sensitivitat und Spezifitat eines Tests bei
verschiedenen Cutoff-Werten ermittelt werden. Bei der grafischen Darstellung
der oben genannten Validitditsmalie entsteht eine sogenannten ROC-Kurve.

Hierbei wird die Sensitivitat gegen 1 minus Spezifitat in einem Graphen
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dargestellt. Durch eine ,area under curve” Analyse (AUC) wird der optimale
Cutoff-Wert ermittelt. Bei diesem Wert ist die Summe aus Spezifitdt und
Sensitivitat am groften und somit auch der diagnostische Wert. Mit Hilfe der
ROC-Kurvenanalyse besteht also die Mdglichkeit, die Fahigkeit eines Assays in
der Unterscheidung der kranken Falle von den gesunden Fallen zu bewerten.
Weiterhin ist es mdglich, die diagnostische Leistung zweier oder mehrerer
diagnostischer Assays zu vergleichen. Besteht eine perfekte Aufteilung der
Assaywerte, so ist die AUC gleich 1. Wenn das Konfidenzintervall (Cl) der AUC
den Wert 0,5 nicht enthalt, ist das ein Beweis dafiir, dass der Assay in der Lage
ist, zwischen gesunden und kranken Fallen zu unterscheiden (Metz CE 1978,
Zweig MH, Campbell G 1993).

2.5.3 Statistische Tests

Zur statistischen Auswertung wurde der ungepaarte T-Test nach vorheriger
Testung auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov durchgefiihrt. Als
Signifikanzniveau wurde p<0,05 ausgewahlt. Die Durchfluihrung der statistischen
Tests erfolgte mit der Software MedCalc® 6.0. Die graphische Darstellung der

Ergebnisse erfolgte mit der Software Microsoft-Excel®.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine diagnostische Sensitivitat

Die quantitative Bestimmung der Anti-dsDNA-AK wurde mit finf Assays (drei
ELISA, einem Farr-RIA und einem FIA) durchgefihrt. Anzahl und Prozentsatze

der positiven Testergebnisse flur jedes Studienkollektiv sind in der folgenden

Tabelle zusammengefasst.

Tab. 3.1: Pravalenz der Anti-dsDNA-AK bei verschiedenen
Studienkollektiven (Cutoff-Wert der Hersteller)
(eigene Darstellung)
Kollektiv | Anzahl | DPC ORG TBS EUR PHA

n n % n % n % n % %
SLE 126 | 90 | 71,4 | 98 |78,4"| 52 |41,3| 58 | 46 | 48 |384"
GKO 126 0 0 9 7.1 0 0 0 0 1 0,8
NSLE-Koll. 119 7 | 59" 34 |29,6“| 4 | 34| 13 |109]| 4 3,4
PSS 32 1 1 31 5 1156 | 0 ! 0 4 11251 o i o
[ cresT | 25 | 1 4 | 6 250 [ 1 a5 20 1 4 |
[ om | 10 | 0 o [ 4 a0 o oo o]0 i0o]
B 5 | o+ o0 | 3060 [ 1:i2] 00|11 2 |
[ mctD | 15 | 3 020 | 6 40 |2 133 3 12| 2 133
[ sjsgren | 32 | 2 163 | 10 13459 0 "o |1 1310 o0 |
Syst. Arthr. 95 8 85" 20 [ 211 ]| 2 [21]| 1 [11] 4 4,2
RA 80 6 1 75| 181 225| 2 125 1 13| 4 5
[ st | 2 | o: o | 1 15 [oiof]oio]o: o
[ “Bechterew | 6 | o o | 0o o i olo oo 0]
[ PsoAa | 7 | 2 13337 1 1430 oo oo o |
Prim. Vask. | 21 1 4,8 2 95 | 0 0 0 0 1 4,8
Vask 3 1 :333] 01 o0 ool oio]o: o
[PAN | 2 | o o | 0 0 | ¢ o:oflo oo o |
[ mPAN | 2 | o o | 1 1785 [o:o0o]oio]o: o]
[ Wegener | 14 | o o | 177770 o o o o T A
Infekt. 41 0 0 9 22 1 (24| 1 [24] 1 2,4
HepC 18 0. 0 2 11| 1 56| 1 56| 1 56
VA 19 | 00 """ %"j"s'é,é """ 0 0 """ 0 o """ 00
[“Hepc+Hiv| 4 | o o0 | o 0 | 0o :ofo ool o]
Al-Pathien 40 2 |51 11 | 275 4 | 10| 2 5 (i} 0
AlH 15 2 1133 7 1467 | 4 1267] 2 1133] 0 i 0
B 1 | 0ot ol 2 t182lo0o oo tio]oi o |
[ sp | 14 | o o | 2 143l ot olo oo o |
NKOLL 197 | 11 | 569 | 42 | 213 | 7 | 36| 4 2 6 3
NSLE-Erkr. | 316 18 | 58° | 76 |24,4“]| 11 | 35| 17 | 54| 10 | 3,2
AKO 442 18 | 419 | 85 [19,4“]| 11 | 25| 17 | 38| 11 | 25

" 'bei einem Patienten konnte mit dem entsprechenden Assay kein Messwert bestimmt werden.
@ bei zwei Patienten konnte mit dem entsprechenden Assay kein Messwert bestimmt werden.
® bei drei Patienten konnte mit dem entsprechenden Assay kein Messwert bestimmt werden.

“ bei vier Patienten konnte mit dem entsprechenden Assay kein Messwert bestimmt werden.
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Die grofite diagnostische Sensitivitat fir SLE erreichten die Assays ORG mit
78,4% und DPC mit 71,4%. TBS, EUR und PHA zeigten im Vergleich signifikant

geringere Werte.

Abb. 3.1: Diagnostische Sensitivitat fir den Nachweis von Anti-dsDNA-AK
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Signifikanz vs. DPC: *** p<0,0005; n.s.: nicht signifikant
[ 95% ClI

3.2 Allgemeine diagnostische Spezifitat

Alle finf Assays wiesen eine hohe diagnostische Spezifitat (92,9 bis 100,0%) im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (GKO) auf. Vier der funf Assays (DPC, TBS,
EUR und PHA) erreichten auch im Vergleich des SLE-Kollektivs mit den
Patientenkontrollkollektiven (NSLE-Koll., NKOLL) eine hohe diagnostische
Spezifitat (89,1 bis 98%). Dem gegenlber war die diagnostische Spezifitat des
Assays ORG im Vergleich dieser Kollektive signifikant geringer. Die
diagnostische Spezifitat der Assays TBS und PHA veranderte sich nicht
signifikant in Abhangigkeit vom betrachteten Kontrollkollektiv. Im Gegensatz
dazu ergaben sich signifikante Abnahmen der Spezifitat bei den Assays DPC
(NSLE-Koll. vs. GKO und NKOLL vs. GKO mit jeweils p=0,019), bei ORG
(NSLE-Koll. vs. GKO mit p<0,0005, NKOLL vs. GKO mit p=0,0013) und bei
EUR (NSLE-Koll. vs. NKOLL mit p=0,0022 und NSLE-Koll. vs. GKO mit
p<0,0005).
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Abb. 3.2: Diagnostische Spezifitat beim Nicht-SLE-Kollagenose-Kollektiv,
Nicht-Kollagenose-Kollektiv und bei Gesunden
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Signifikanz vs. DPC: * p<0,05; *** p<0,0005; n.s.: nicht signifikant
[ 95% ClI

Tab. 3.2: Diagnostische Spezifitat in %
(eigene Darstellung)

Vergleichskollektiv DPC ORG TBS EUR PHA
NSLE-Koll. 94,1 70,4 96,6 89,1 96,6
NKOLL 94,4 78,7 96,4 98 97

GKO 100 92,9 100 100 99,2

3.3 Diagnostische Effizienz

Die diagnostische Effizienz war flir den Assay DPC signifikant hoher als fur die
vier Vergleichsassays (82,4 bis 85,7%). Lediglich in Bezug auf die
Kontrollgruppe GKO erreichte der Assay ORG eine mit DPC vergleichbare
diagnostische Effizienz. Signifikante Unterschiede der diagnostischen Effizienz
in Abhangigkeit vom betrachteten Kontrollkollektiv wurden fur den Assay ORG
(NSLE-Koll. vs. GKO p=0,0037 und NKOLL vs. GKO p=0,0404) und bei EUR
(NSLE-Kaoll. vs. NKOLL p=0,0062) beobachtet.
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Abb. 3.3: Diagnostische Effizienz beim Nicht-SLE-Kollagenose-Kollektiv, Nicht-
Kollagenose-Kollektiv und bei Gesunden
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Tab. 3.3: Diagnostische Effizienz in %
(eigene Darstellung)

Vergleichskollektiv DPC ORG TBS EUR PHA
NSLE-Koll. 82,4 74,6 68,2 67 66,8
NKOLL 85,4 78,6 74,9 77,7 74,2
GKO 85,7 85,7 70,6 73 68,9

3.4 Pradiktive Werte

Die pradiktiven Werte wurden gegen das gesamte Kontrollkollektiv (AKO
n=442) ermittelt. Die positiv pradiktiven Werte waren bei den Assays DPC, TBS,
PHA vergleichbar hoch (77,3 bis 83,3%) und signifikant héher als bei ORG.
DPC und ORG wiesen signifikant hohere negativ pradiktive Werte (91,1 bis
92,9%) im Vergleich zu den drei Assays TBS, EUR und PHA auf.
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Abb. 3.4: Positiv und negativ pradiktive Werte vs. das gesamte Kontrollkollektiv
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Signifikanz jeweils vs. DPC: * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005; n.s. nicht signifikant
[ 95% ClI

Tab. 3.4: Pradiktive Werte in %

(eigene Darstellung)

DPC ORG TBS EUR PHA

positiv prad. Werte 83,3 53,6 82,5 77,3 81,4
negativ prad. Werte 92,1 92,9 85,3 86,2 84,8

3.5 Relative Erhohung der Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen in

drei Studienkollektiven

Alle funf Assays sind gegen den Referenzkalibrator Wo/80 der WHO kalibriert
und sollten theoretisch gleich hohe Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen messen.
Aus den unterschiedlichen Cutoff-Werten der Hersteller lasst sich jedoch
erkennen, dass dies praktisch nicht erreicht wird. Somit Iasst sich aus den
absoluten Konzentrationen keine genaue Aussage treffen, wie stark erhoht die
gemessenen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen tatsachlich sind. Mit Hilfe der
relativen Erhohung ist es moglich, unter Berucksichtigung der individuellen
Cutoff-Werte der Hersteller, die Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen zu
»hormalisieren” und miteinander vergleichbar zu machen.

Alle Assays zeigten bei den Testpositiven des SLE-Kollektivs die starksten

relativen Erhdhungen der medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen Uber die
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Cutoff-Werte der Hersteller. Die Unterschiede der medianen Anti-dsDNA-AK-
Konzentrationen im SLE-Kollektiv waren im Vergleich zu den anderen beiden
Studienkollektiven (NSLE-Koll.- und NKOLL-Kollektiv) bei DPC und ORG am

deutlichsten ausgepragt.

Tab. 3.5: Relative Erhéhung des Anti-dsDNA-AK-Spiegels in Testpositiven

(eigene Darstellung)

Assay Kollektiv Anzahl n x-fache Erh6hung
SLE 90 4.4

DPC NSLE-Kaoll. 7 1,6
NKOLL 11 1,7
SLE 98 3,6

ORG NSLE-Koll. 34 1,4
NKOLL 42 1,4
SLE 52 3,0

TBS NSLE-Kaoll. 4 2,4
NKOLL 7 2,3
SLE 58 2,4

EUR NSLE-Kaoll. 13 1,8
NKOLL 4 21
SLE 48 2,6

PHA NSLE-Kaoll. 4 21
NKOLL 6 1,8
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3.6 Konkordanz

Das Ausmald der qualitativen Testubereinstimmung wird mit Hilfe der
prozentualen Konkordanz uUberprift. Die hdchste Konkordanz von 94,4%
zeigten TBS und EUR. ORG zeigte im Vergleich mit allen anderen Assays

jeweils die geringste Konkordanz.

Tab. 3.6: Prozentuale Konkordanz
(eigene Darstellung)
DPC ORG TBS EUR PHA

DPC 81,8 88,5 88,8 87,9
ORG 81,8 78,7 77,4 77,4
TBS 88,5 78,7 94,4 92,2
EUR 88,8 77,4 94,4 89,4
PHA 87,9 77,4 92,2 89,4

3.7 Korrelation der Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen

Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen, die mit den funf Assays gemessenen wurden,
konnten aufgrund der Kalibrierung gegen den Referenzkalibrator Wo/80 der
WHO miteinander verglichen werden. Sie zeigten untereinander eine statistisch
signifikante (p<0,0001) Korrelation. Es folgen Punktwolkendiagramme, in denen
die Testergebnisse von DPC als Bezugsassay und jeweils einem weiteren

Assay gegenubergestellt sind.
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Abb. 3.5: Korrelation ORG vs. DPC

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers dar. Mit den grinen Linien ist
das 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgeraden dargestellt.
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Abb. 3.6: Korrelation TBS vs. DPC

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers dar. Mit den griinen Linien ist
das 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgeraden dargestellt.
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Abb. 3.7: Korrelation EUR vs. DPC

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers dar. Mit den grinen Linien ist
das 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgeraden dargestellt.
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Abb. 3.8: Korrelation PHA vs. DPC

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers dar. Mit den grinen Linien ist
das 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgeraden dargestellt.
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In der folgenden Tabelle sind die Korrelationskoeffizienten und 95%-
Konfidenzintervalle fur alle Assaypaare dargestellt. Die starkste Korrelation mit
r=0,82 zeigten im Vergleich die Assays DPC und TBS. Insgesamt wies PHA im

Vergleich mit allen anderen Assays die geringste Korrelation (0,59 < r < 0,66)

auf.
Tab. 3.7: Korrelation
(eigene Darstellung
DPC ORG TBS EUR PHA
DPC r 0,65 0,82 0,71 0,61
Cl (95%) 0,60 bis 0,69 | 0,79 bis 0,84 | 0,67 bis 0,75 | 0,56 bis 0,66
ORG r 0,65 0,71 0,68 0,66
Cl (95%) | 0,60 bis 0,69 0,66 bis 0,75 | 0,63 bis 0,72 | 0,61 bis 0,70
TBS r 0,82 0,71 0,79 0,64
Cl (95%) | 0,79 bis 0,84 | 0,66 bis 0,75 0,76 bis 0,82 | 0,58 bis 0,68
EUR r 0,71 0,68 0,79 0,59
Cl (95%) | 0,67 bis 0,75 | 0,63 bis 0,72 | 0,76 bis 0,82 0,54 bis 0,64
PHA r 0,61 0,66 0,64 0,59
Cl (95%) | 0,56 bis 0,66 | 0,61 bis 0,70 | 0,58 bis 0,68 | 0,54 bis 0,64

3.8 Anti-dsDNA-AK in Abhangigkeit von der SLE-
Krankheitsaktivitat

Im Weiteren untersuchten wir die Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen in
Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat, die mit Hilfe des SLEDAI-2K-
Scores bestimmt wurde. Demnach wurde die Krankheitsaktivitat bei 38
Patienten als inaktiv (1-3 Punkte), bei 55 Patienten als milde aktiv (4-7 Punkte)

und bei 33 Patienten als aktiv (>7 Punkte) beurteilt.
3.8.1 Pravalenz von Anti-dsDNA-AK

Alle funf Assays zeigten einen signifikanten Anstieg der Pravalenz bei dem
Vergleich zwischen inaktivem und milde aktivem/aktivem SLE (siehe Abb. 3.9).
Die hochste Pravalenz wiesen bei inaktivem SLE die Assays ORG mit 57,9%
und DPC mit 42,1% auf. Bei den anderen Assays lag die Pravalenz von Anti-
dsDNA-AK in deutlich 20%. Die

Pravalenzunterschiede zwischen milde aktivem und aktivem SLE waren gering

diesem Teilkollektiv jeweils unter
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und erreichten nicht das Signifikanzniveau. Die Pravalenz war in diesen
Teilkollektiven nicht signifikant hoher als in dem gesamten SLE-Kollektiv, wobei
eine Tendenz in der Teilgruppe des aktiven SLE bei den Assays DPC
(p=0,0891), ORG (p=0,0776) und EUR (p=0,0565) zu erkennen war (siehe Abb.
3.1).

Abb. 3.9: Pravalenz von Anti-dsDNA-AK bezuglich der SLE-Krankheitsaktivitat
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3.8.2 Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen

In den folgenden Abbildungen ist die Verteilung der Anti-dsDNA-AK-
Konzentrationen in den drei Aktivitdtsgruppen (0: ,inaktiv, 1: ,milde aktiv®, 2:
.aktiv’) bei den SLE-Patienten dargestellt. Bei ORG wurden in allen drei
Aktivitatsgruppen erhdhte mediane Werte gemessen. Die mit DPC, TBS und
EUR gemessenen medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen uberstiegen in
den Aktivitatsgruppen 1 und 2 den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers. PHA
zeigte lediglich in der Aktivitatsgruppe 2 leicht erhdohte mediane Werte. Ein
signifikanter Unterschied wurde fur alle finf Assays in den Vergleichsgruppen
inaktiv vs. milde aktiv (jeweils p<0,0001 und PHA p=0,0148) und inaktiv vs.

aktiv (jeweils p<0,0001) nachgewiesen. In der Vergleichsgruppe milde aktiv vs.
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aktiv war der Unterschied lediglich bei DPC (p=0,0389) und PHA (p=0,0401)
signifikant.

Abb. 3.10: Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen und SLE-Krankheitsaktivitat

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers dar. Der Interquartilabstand
(25. bis 75. Perzentil) ist als Kasten eingezeichnet. Die mittlere Linie im Kasten reprasentiert
den Median. Der obere und untere Strich ist bis zu den Extremwerten, die nicht weiter entfernt
sind als das 1,5-fache des Interquartilabstandes, gezogen. Héhere Werte werden als einzelne
Punkte eingetragen.
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Die Hohe der Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen nahm im Median bei vier Assays
(DPC, ORG, TBS und PHA) mit Zunahme der Krankheitsaktivitdt zu, wobei
DPC den hochsten Anstieg der medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen bei
aktivem SLE erreichte. EUR zeigte keine Veranderungen der Erhdéhung der

medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen.

Tab. 3.8: Relative Erh6hung des Anti-dsDNA-AK-Spiegels in
Testpositiven in der Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat
(eigene Darstellung)
Assay SLE-Aktivitat Anzahl n x-fache Erhéhung
inaktiv 16 2,6
DPC milde aktiv 45 3,7
aktiv 29 6,8
inaktiv 22 1,9
ORG milde aktiv 45 5,2
aktiv 31 5,6
inaktiv 5 1,8
TBS milde aktiv 30 3,1
aktiv 17 3,1
inaktiv 5 24
EUR milde aktiv 31 2,7
aktiv 22 21
inaktiv 6 2,0
PHA milde aktiv 24 2,5
aktiv 18 3,4

3.8.3 Anti-dsDNA-AK und Komplementfaktoren C3c, C4

Wir untersuchten im SLE-Kollektiv, wie die Komplementfaktoren C3c, C4 und
die Anti-dsDNA-AK sich zu einander verhielten. Komplementfaktoren spielen
eine wichtige Rolle in der Pathogenese des SLE und sind ein etablierter Marker
fur die SLE-Krankheitsaktivitdt im Labor. Durch die Bildung von
Immunkomplexen kommt es in vivo zum Komplementverbrauch.

In der folgenden Abbildung sind C3c- und C4-Konzentrationen in Abhangigkeit
von der SLE-Krankheitsaktivitat aufgetragen. Mit Zunahme  der
Krankheitsaktivitdat nahmen die Konzentrationen von C3c und C4 deutlich ab.
Die C3c-Konzentrationen erreichten in den drei Aktivitatsgruppen folgende
Werte im Median 108 |U/ml, 84,2 IU/ml und 71,4 1U/ml. Damit unterschritten sie

in der Aktivitatsgruppe 1 und 2 die untere Grenze des Referenzbereiches (90-
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180 mg/dl). Es bestand ein signifikanter (p<0,0001) Unterschied in allen drei
Vergleichsgruppen. Die mediane C4-Konzentration lag lediglich in der
Aktivitatsgruppe 2 mit 10 mg/dl an der unteren Grenze des Referenzbereiches
(10-40 mg/dl). Die Unterschiede waren lediglich in den Vergleichsgruppen
inaktiv vs. milde aktiv und inaktiv vs. aktiv signifikant (p<0,0001).

Abb. 3.11: C3c-, C4-Spiegel und SLE-Krankheitsaktivitat

Die roten Linien stellen die untere Grenze des Referenzbereiches dar. Der Interquartilabstand
(25. bis 75. Perzentil) ist als Kasten eingezeichnet. Die mittlere Linie im Kasten reprasentiert
den Median. Der obere und untere Strich ist bis zu den Extremwerten, die nicht weiter entfernt
sind als das 1,5-fache des Interquartilabstandes, gezogen. Hohere Werte werden als einzelne
Punkte eingetragen.
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Untereinander zeigten Komplementfaktoren C3c und C4 eine signifikant

(p<0,0001) positive Korrelation.
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Abb. 3.12: Korrelation zwischen C3c und C4

Die roten Linien stellen die jeweilige untere Grenze des Referenzbereiches dar. Mit den griinen
Linien ist das 95%-Konfidenzintervall der Regressionsgeraden dargestellt.
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3.8.3.1 Korrelation zwischen den Anti-dsDNA-AK und den
Kompementfaktoren C3c und C4

Zwischen den Komplementfaktoren C3c, C4 und den Anti-dsDNA-AK bestand
eine signifikante negative Korrelation. Die Korrelation zwischen C3c und Anti-
dsDNA-AK (-0,52 < r < -0,47) war starker, als diejenige zwischen C4 und den
Anti-dsDNA-AK (-0,42 < r <-0,28).

Die starkste Korrelation zeigten Komplementfaktoren C3c mit Anti-dsDNA-AK,
die mit dem Assay von ORG gemessen wurden, und Komplementfaktoren C4
mit Anti-dsDNA-AK, die mit dem Assay von EUR bestimmt wurden.

Es folgen beispielhafte Darstellungen der Korrelation zwischen den
Komplementfaktoren C3c, C4 und den Anti-dsDNA-AK, die mit dem Assay von

DPC gemessen wurden.
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Abb. 3.13: Korrelation zwischen C3c und Anti-dsDNA-AK

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers, bzw. die untere Grenze des

Referenzbereiches dar. Mit den grinen Linien ist das 95%-Konfidenzintervall

Regressionsgeraden dargestellt.
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Tab. 3.9: Korrelation zwischen C3c und Anti-dsDNA-AK

(eigene Darstellung)

Assay | Korrelationskoeffizient r Konfidenzintervall CI p-Wert
DPC -0,49 (-0,61 bis -0,34) <0,0001
ORG -0,52 (-0,63 bis -0,37) <0,0001
TBS -0,49 (-0,61 bis- 0,35) <0,0001
EUR -0,5 (-0,62 bis -0,36) <0,0001
PHA -0,47 (-0,59 bis -0,32) <0,0001
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Abb. 3.14: Korrelation zwischen C4 und Anti-dsDNA-AK

Die roten Linien stellen den jeweiligen Cutoff-Wert des Herstellers, bzw. die untere Grenze des

Referenzbereiches dar. Mit den grinen Linien ist das 95%-Konfidenzintervall

Regressionsgeraden dargestellt.
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Tab. 3.10: Korrelation zwischen C4 und Anti-dsDNA-AK
(eigene Darstellung)

Assay | Korrelationskoeffizient r Konfidenzintervall CI p-Wert
DPC -0,3 (-0,45 bis -0,13) 0,0006
ORG -0,36 (-0,50 bis -0,19) <0,0001
TBS -0,35 (-0,49 bis -0,19) <0,0001
EUR -0,42 (-0,56 bis -0,27) <0,0001
PHA -0,28 (-0,43 bis -0,11) 0,0019
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3.9 Anti-dsDNA-AK in Abhangigkeit von der SLE-Therapie

Die medikamentdse Immunsuppression bei Patienten mit SLE ist sehr vielfaltig.
In unserem SLE-Kollektiv wurden 20 verschiedene medikamentdse Schemata
angewendet. Um der Frage nachzugehen, ob die medikamentdse
Immunsuppression einen Einfluss auf die Anti-dsDNA-AK hat, wurden einzelne
Therapie-Formen nach Medikamentenanzahl in vier grof3e Gruppen (0: keine
Medikamente, |: Mono-Therapie, Il: Duo-Therapie und Ill: Trio-Therapie)
zusammengefasst. Die Krankheitsdauer der SLE-Patienten in den vier
Therapie-Gruppen war nicht signifikant unterschiedlich und lag durchschnittlich
zwischen 10,8 und 11,3 Jahren. Erwartungsgemafl nahm die Intensitat der
Therapie mit der Zunahme der SLE-Krankheitsaktivitat zu (im Median: Gruppe
0: 4 Punkte; Gruppe |: 4 Punkte; Gruppe Il: 5 Punkte und Gruppe lll: 5,5 Punkte
im SLEDAI-2K-Score).

In der folgenden Tabelle sind neben den Therapien die Patientenanzahl, die
Anzahl der positiven Anti-dsDNA-AK-Ergebnisse und die Prozentsatze fur den
jeweiligen Assay zusammengestellt.

Die Pravalenz der Anti-dsDNA-AK war bei ORG in allen vier Therapie-Gruppen
am hochsten. Bei allen Assays stieg die Pravalenz in der Therapie-Gruppe llI
zwar an, das Signifikanzniveau wurde lediglich bei EUR mit p<0,05 im Vergleich

zu den anderen Therapie-Gruppen erreicht.
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Tab. 3.11: Anti-dsDNA-AK Pravalenz bei SLE-Patienten in
Abhangigkeit der immunsuppressiven Therapie
(eigene Darstellung)

Gruppe Therapie-Form Anzahl | DPC ORG TBS EUR PHA
n n % n % % n % n %
()} Keine Medikamente 23 14 |60,9| 19 |826| 7 [30,4] 8 |348]| 10" |455
1 Mono-Therapie 36 24 (66,7| 26 |72,2| 16 |44,4| 15 |41,7] 14 |389
1 Steroide 19 11 12 7 9 6
2 | AntiM | 10 | 8 | | 8 | 6 | 5 1 | 6 |
3 | Aaza | 5 | 5 0 a o | 1
4 ] mtx | 1 ] o 1 R o [ 1T
s | csA | 1 o | N BT T o
I Duo-Theraie 55 42 [76,4| 43" [79,6] 22 | 40 | 25 [455| 18 |32,7
6 Steroide+AntiM 23 18 | 19 | 9 | 10 ! 9 !
7 Steroide+AZA | 1 | 7 | 7 0 | 3| 4 | 2
[ s | Steroide+MTX | 5 |- A 40 2+ | 3 | 2
[ o | Steroide+CsA | 2 | 2 | 1| o | o | o
[ 10 | Steroide+MMF | 7 | 7 7 | 5 0 | 5 | 4 T
T Steroide+CPh | 2 | 1 2 | e 1
2 | AntiM+AZA | 1 | 1 T o
BEE AntiM+MTX | 3 | 1 1 o | o | o
[ 14 | AntiM+sMME | 1 | 10 A I B o
m Trio-Therapie 12 10 |83,3| 10 |83,3| 7 |583| 10 |83,3| 6 50
15 Steroide+AntiM+AZA 7 6 . 6 | 5 6 J 4 :
B Steroide+AntiM+MTX | 1 | 10 | . 1
[ 17 | Steroide+AntiM+CsA | 1 | R 1 o |1 0o
[ 18 | steroide+AntiM+MMF | 2 | 11 2 1 2 1
[ 19 | Steroide+CsA+MMF | 1 | 110 | o | o | o | o

"'bei einem Patienten konnte mit dem entsprechenden Assay kein Messwert bestimmt werden.

Die medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen stiegen bei allen Assays in der
Gruppe Il deutlich Uber den jeweiligen vom Hersteller angegebenen Cutoff-
Wert. Zwischen den Gruppen 0 bis Il bestand kein Unterschied in den Anti-
dsDNA-AK-Konzentrationen.

Das

Signifikanzniveau

wurde

bei

Vergleichsgruppen 0 vs. Il und | vs. Ill von DPC (p=0,0487 und p=0,0474) und
EUR (p=0,0122 und p=0,0225) erreicht.
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3.10 Anti-dsDNA-AK in Abhangigkeit von der Nierenbeteiligung
im SLE-Kollektiv

Von allen Organbeteiligungen des SLE hat die Nierenbeteiligung, definiert als
anhaltende Proteinurie von >0,5g taglich oder Zylindrurie, den gravierendsten
Einfluss auf die Prognose. Die renale Zerstérung kann sowohl durch AK, die an
zirkulierende Ag binden und somit zirkulierende Immunkomplex bilden, als auch
durch AK, die an Ag, die in den glomerularen und vaskularen Membranen
abgelagert sind, binden, entstehen.

Bei 33 Patienten lag eine Nierenbeteiligung vor. Die durchschnittliche
Krankheitsdauer lag bei den Patienten mit Nierenbeteiligung bei 12,6 Jahren
(von 0 bis 32 Jahre), bei den Patienten ohne Nierenbeteiligung bei 10,6 Jahren
(von 1 bis 33 Jahre).

Im SLEDAI-2K-Score wurden in der Gruppe mit Nierenbeteiligung im Median 5
Punkte (2,5. Perzentil = 4 Punkte und 97,5. Perzentil = 25,4 Punkte) und in der
Gruppe ohne Nierenbeteiligung im Median 4 Punkte (2,5. Perzentil = 4 Punkte
und 97,5 Perzentil = 5 Punkte) erreicht.

Die medianen C3c-Werte lagen in beiden Gruppen unterhalb der unteren
Grenze des Referenzbereiches (90-180 mg/dl). Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den C3c- und C4-Werten in der Vergleichsgruppe mit vs.
ohne Nierenbeteiligung (C3c-Werte im Median: ,mit Nierenbeteiligung“: 85,7
mg/dl, ,ohne Nierenbeteiligung“: 88,9 mg/dl; C4-Werte im Median: ,mit
Nierenbeteiligung®: 15,5 mg/dl, ,ohne Nierenbeteiligung“: 12,8 mg/dl).

3.10.1 Pravalenz und Konzentrationen von Anti-dsDNA-AK

DPC und ORG erreichten erneut in beiden Gruppen die hoéchste Pravalenz
(siehe Abb. 3.15). Beim Vergleich der Pravalenzen bei den Patienten mit
Nierenbeteiligung und ohne Nierenbeteiligung wurden bei allen Assays keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen, jedoch zeigten die Assays DPC,
ORG und PHA eine Tendenz zu einer hoheren Anti-dsDNA-AK Pravalenz bei

Patienten mit Nierenbeteiligung.
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Abb. 3.15: Pravalenz von Anti-dsDNA-AK bezuglich der Nierenbeteiligung im
SLE-Kollektiv
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Die medianen Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen waren sowohl bei den Patienten
mit Nierenbeteiligung als auch ohne Nierenbeteiligung bei allen Assays nicht
signifikant unterschiedlich. Dies galt in der Gesamtgruppe als auch in der
Gruppe der Patienten, bei denen positive, d. h. erhdhte Werte, gemessen

wurden.

3.11 Anti-dsDNA-AK in Abhangigkeit von den ANA-Mustern
31111IFT

Der IFT wurde bei insgesamt 395 Patienten durchgeflhrt (nicht durchgeflihrt bei
126 gesunden Kontrollen und 47 NKOLL-Patienten). Die Ergebnisse des IFT
stellten sich in den drei untersuchten Kollektiven (SLE-Kollektiv mit 126
Patienten, NSLE-Koll.-Kollektiv mit 119 Patienten und NKOLL-Kollektiv mit 150
Patienten) wie folgt dar (siehe Abb. 3.16): schwach positive (+) und negative
Ergebnisse kamen im NKOLL-Kollektiv signifikant haufiger vor als in den
anderen beiden Kollektiven. Hingegen wurden positive + und stark positive ++

Ergebnisse signifikant haufiger in SLE- und NSLE-Koll.-Kollektiven gemessen.
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Zwischen den SLE- und NSLE-Koll.-Kollektiven bestand lediglich bei den
negativen Ergebnissen ein signifikanter Unterschied (p=0,0107).

Abb. 3.16: Darstellung der IFT-Ergebnisse in drei Studienkollektiven
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Neben der Intensitat (Titerhdhe) werden beim IFT auch unterschiedliche
Fluoreszenzmuster ausgewertet. Wir fassten die ANA-Muster zu vier Typen
zusammen:

e Typ A: ANA-Muster ,homogen chromosomen-positiv*

e Typ B: andere chromosomen-positive ANA-Muster

e Typ C: unterschiedliche chromosomen-negative ANA-Muster

e Typ N: negatives IFT-Ergebnis
Das Muster Typ A kam signifikant haufiger im SLE-Kollektiv vor. Die Muster Typ
B und Typ C wurden signifikant haufiger im NSLE-Koll.-Kollektiv nachgewiesen.
Negative Ergebnisse lagen signifikant haufiger im NKOLL-Kollektiv vor.
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Abb. 3.17: Haufigkeit der ANA-Muster in drei Studienkollektiven
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Typ C: unterschiedliche chromosomen-negative ANA-Muster; Typ N: negatives IFT-Ergebnis.

Das Muster ,homogen chromosomen-positiv‘ trat, wie oben gezeigt, am
haufigsten bei den SLE-Patienten auf. Im Hinblick auf den SLE war der IFT
zwar hoch spezifisch, die diagnostische Sensitivitat lag jedoch bei nur 43,7%.

Weitere Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tab. 3.12: Diagnostische Sensitivitat, Spezifitat,

Effizienz und pradiktive Werte in % fur den IFT
| (eigene Darstellung)

diagnostische Sensitivitat 43,7
diagnostische Spezifitat 94,8
diagnostische Effizienz 78,5
positiv pradiktiver Wert 79,7
negativ pradiktiver Wert 78,2

3.11.2 Pravalenz von Anti-dsDNA-AK in Abhdngigkeit vom ANA-Muster

Im Weiteren gingen wir der Frage nach, ob Anti-dsDNA-AK mit bestimmten

ANA-Mustern assoziiert sind.
Die Pravalenz von Anti-dsDNA-AK war beim Vorliegen des Musters Typ A bei

allen Assays signifikant hoher als beim Vorliegen anderer Muster. DPC und
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ORG zeigten erneut signifikant héhere Pravalenzen als die anderen drei
Assays.

Abb. 3.18: Pravalenz von Anti-dsDNA-AK in Abhangigkeit vom ANA-Muster bei
allen IFT-getesteten Patienten
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3.11.3 Kombination von Anti-dsDNA-AK-Assays und IFT

Das Muster ,homogen chromosomen-positiv‘ wies eine hohe Assoziation mit
den Anti-dsDNA-AK und deshalb untersuchten wir im Weiteren, ob die
Diagnostik von der Kombination zweier unterschiedlicher Verfahren (IFT plus
ein Anti-dsDNA-AK-Assay) profitiert. Alle Werte wurden fur den Vergleich SLE
vs. alle Nicht-SLE-Kranke ermittelt. In der folgenden Tabelle sind die Begriffe,

die zur weiteren Berechnung benutzt wurden, definiert.

Tab. 3.13: Erlauterung der Begriffe
(eigene Darstellung)
richtig positiv | SLE-Patienten, die das Doppelkriterium (hom+ und Anti-dsDNA-AK positiv)

erfillen

falsch positiv Nicht-SLE-Kranke, die das Doppelkriterium (hom+ und Anti-dsDNA-AK positiv)
erfillen

richtig negativ | Nicht-SLE-Kranke, die das Doppelkriterium nicht erfiillen (d. h. Anti-dsDNA-AK
positiv aber nicht hom+ ODER hom+ aber nicht Anti-dsDNA-AK positiv ODER
nicht hom+ und nicht Anti-dsDNA-AK positiv)

falsch negativ SLE-Patienten, die das Doppelkriterium nicht erfiillen (d. h. Anti-dsDNA-AK
positiv aber nicht hom+ ODER hom+ aber nicht Anti-dsDNA-AK positiv ODER
nicht hom+ und nicht Anti-dsDNA-AK positiv)

Die Doppeluntersuchung (IFT plus ein Anti-dsDNA-AK-Assay) wurde bei
insgesamt 395 Patienten durchgefiihrt. Da bei einigen Patienten aufgrund von
zu wenig Material bei DPC, ORG und PHA kein Messwert bestimmt werden
konnte (siehe Tabelle 3.1), wurden die Berechnungen mit korrigierten Zahlen
durchgefuhrt.

3.11.3.1 Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

Die diagnostische Sensitivitat fur SLE nahm bei der Kombination des IFT mit
einem Anti-dsDNA-AK-Assay im Vergleich zu der alleinigen Messung mit einem
Anti-dsDNA-AK-Assay bei allen Assays signifikant ab (siehe Abb. 3.19). Im
Gegensatz dazu erhdhte sich die diagnostische Spezifitit bei dieser
Testkombination bei allen Assays, wobei das Signifikanzniveau lediglich bei
DPC, ORG und EUR erreicht wurde (siehe Abb. 3.20). Fir den Assay ORG
wurde bei Anwendung des Doppelkriteriums eine den anderen Assays

vergleichbare Spezifitat erreicht.
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Abb. 3.19: Diagnostische Sensitivitat fir die Diagnose SLE beim Vorliegen des
ANA-Musters ,homogen chromosomen-positiv‘ und gleichzeitiger Anti-dsDNA-
AK-Positivitat
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Abb. 3.20: Diagnostische Spezifitat fur die Diagnose SLE beim Vorliegen des
ANA-Musters ,homogen chromosomen-positiv® und gleichzeitiger Anti-dsDNA-
AK-Positivitat
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3.11.3.2 Diagnostische Effizienz

Bei DPC nahm die diagnostische Effizienz fur SLE bei der Anwendung des
Doppelkriteriums signifikant ab. Die Veranderungen der diagnostischen
Effizienz waren bei den anderen vier Assays (ORG, TBS, EUR und PHA)

hingegen nicht signifikant.

Abb. 3.21: Diagnostische Effizienz fur die Diagnose SLE beim Vorliegen des
ANA-Musters ,homogen chromosomen positiv‘ und gleichzeitiger Anti-dsDNA-
AK-Positivitat
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3.11.3.3 Pradiktive Werte

Bei allen funf Assays erhohte sich bei der Anwendung des Doppelkriteriums der
positiv pradiktive Wert auf Uber 85% (siehe Abb. 3.22). Das Signifikanzniveau
wurde jedoch nur bei ORG und EUR erreicht. Die negativ pradiktiven Werte
nahmen bei allen Assays signifikant ab (siehe Abb. 3.23).
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Abb. 3.22: Positiv pradiktiver Wert fur die Diagnose SLE beim Vorliegen des
ANA-Musters ,homogen chromosomen-positiv: UND gleichzeitiger Anti-dsDNA-
AK-Positivitat

100
90
80
70
60
50
40 A
30
20
10

0

pos. prad. Wertin %

DPC ORG TBS EUR PHA

@hom+ UND Anti-dsDNA-AK positiv.  @nur Anti-dsDNA-AK positiv

Signifikanz vs. ,hom+ UND Anti-dsDNA-AK positiv* fir jeden Assay: * p<0,05; *** p<0,0005; n.s.: nicht
signifikant
[ 95% ClI

Abb. 3.23: Negativ pradiktiver Wert fur die Diagnose SLE bei Fehlen des

Doppelkriteriums ,ANA homogen chromosomen-positivé UND gleichzeitiger
Anti-dsDNA-AK-Positivitat
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3.12 ROC-Kurvenanalyse

Um zu prufen, ob die Cutoff-Werte der Hersteller geeignet sind, zwischen SLE
und dem wichtigsten differentialdiagnostischen Kollektiv, den NSLE-
Kollagenosen, zu differenzieren, fuhrten wir eine ROC-Kurvenanalyse durch.

Die Flache unter der Kurve (AUC) war bei DPC mit AUC=0,852 am grof3ten und
bei EUR mit AUC=0,779 am kleinsten. Der Unterschied zwischen den AUC’s
von EUR und DPC war statistisch signifikant (p = 0,016). Die AUC des Assays

PHA war daruber hinaus tendenziell kleiner als die des Bezugsassays DPC (p =
0,094).

Abb. 3.24: Vergleich zwischen SLE und NSLE-Kollagenosen
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3.12.1 Optimierung der Cutoff-Werte

Mit der ROC-Kurvenanalyse ist es mdglich, den Cutoff-Wert mit optimierter
diagnostischer Effizienz zu ermitteln. Klinisch ist es haufig relevanter, einen
Test mit hoher diagnostischer Spezifitat zu haben, so dass auch die Cutoff-

Werte bei vorgegebener diagnostischer Spezifitat von 95% ermittelt wurden.
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3.12.1.1 ROC-Analyse fir DPC

Nach der ROC-Kurvenanalyse betrug der optimierte Cutoff-Wert fur DPC 4,3
[U/ml und unterschied sich damit nur unwesentlich von dem Cutoff-Wert des
Herstellers von 5 IU/ml. Die diagnostische Effizienz veranderte sich nicht. Eine
95%-ige diagnostische Spezifitdat konnte bei einem Cutoff-Wert von 6 1U/ml

erreicht werden. Die diagnostische Sensitivitat nahm jedoch geringfugig ab.

Tab. 3.14: ROC-Analyse fur DPC

(eigene Darstellung)

Cutoff Cutoff-Wert §ensitivitét §pezifitéit !Effizienz
[IU/ml] in % in % in %
nach Hersteller 5 71,4 941 82,4
nach ROC optimiert 4,3 72,2 93,3 82,4
95%-Spezifitat 6 67,5 95 80,3

Abb. 3.25: Cutoff-Werte fur DPC

Die rote Linie stellt den Cutoff-Wert des Herstellers, die griine Linie — den optimierten Cutoff-
Wert und die schwarze Linie - den Cutoff-Wert bei vorgegebener 95%-iger Spezifitat da.
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3.12.1.2 ROC-Analyse fir ORG

Der Assay ORG zeichnete sich beim Cutoff-Wert des Herstellers von 20 1U/ml
durch eine hohe diagnostische Sensitivitat und eine niedrigere diagnostische
Spezifitat aus. Der optimierte Cutoff-Wert lag bei 30,5 IU/ml und die
diagnostische Spezifitat verbesserte sich dadurch signifikant. Um eine 95%-ige
diagnostische Spezifitdt zu erreichen, musste der Cutoff-Wert des Herstellers
mehr als verdoppelt werden. Es kam erwartungsgemal zu einer weiteren
Abnahme der diagnostischen Sensitivitat, wobei sich die diagnostische Effizienz

nur unwesentlich verandert hat.

Tab. 3.15: ROC-Analyse fur ORG

(eigene Darstellung)

Cutoff Cutoff-Wert _Sensitivitéit _Spezifitét !Effizienz
[IU/ml] in % in % in %

nach Hersteller 20 78,4 70,4 74,6

nach ROC optimiert 30,5 66,4 89,6 77,5

95%-Spezifitat 47 54.4 95 73,8

Abb. 3.26: Cutoff-Werte fur ORG

Die rote Linie stellt den Cutoff-Wert des Herstellers, die griine Linie — den optimierten Cutoff-
Wert und die schwarze Linie - den Cutoff-Wert bei vorgegebener 95%-iger Spezifitat da.
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3.12.1.3 ROC-Analyse fiir TBS

Bei TBS lag der optimierte Cutoff-Wert um 48,5 IU/ml niedriger, als der vom
Hersteller angegebene Cutoff-Wert von 75 IU/ml. Bei einem optimierten Cutoff-
Wert von 26,5 IU/ml konnte die diagnostische Sensitivitat um 28,5% auf 69,8%
und die diagnostische Effizienz um 10,2% auf 78,4% signifikant erhoht werden.
Selbst bei einer 95%-igen Spezifitat ist der Cutoff-Wert mit 39,4 1U/ml deutlich

unter dem von Hersteller angegebenen Cutoff-Wert. Die diagnostische
Sensitivitat nahm signifikant auf 57,1% zu.

Tab. 3.16: ROC-Analyse fur TBS

(eigene Darstellung)

Cutoff Cutoff-Wert _Sensitivitét _Spezifitét !Effizienz
[IU/ml] in % in % in %

nach Hersteller 75 41,3 96,6 68,2

nach ROC optimiert 26,4 69,8 87,4 78,4

95%-Spezifitat 39,4 57,1 95 75,1

Abb. 3.27: Cutoff-Werte fur TBS

Die rote Linie stellt den Cutoff-Wert des Herstellers, die griine Linie — den optimierten Cutoff-
Wert und die schwarze Linie - den Cutoff-Wert bei vorgegebener 95%-iger Spezifitat da.
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3.12.1.4 ROC-Analyse fur EUR

Der optimierte Cutoff-Wert fur EUR betrug 54,9 IU/ml. Auf diese Weise konnte
die diagnostische Sensitivitat von 46% auf 64,3% signifikant gesteigert werden
und die diagnostische Spezifitit nahm nur gering ab. Um eine diagnostische
Spezifitat von 95% zu erreichen, musste der Cutoff-Wert auf 174,7 IU/ml stark
erhoht werden. Hierbei fielen sowohl die diagnostische Sensitivitat (34,1%) als
auch die diagnostische Effizienz (63,3%) auf verhaltnismallig niedrige Werte
ab.

Tab. 3.17: ROC-Analyse fur EUR

(eigene Darstellung)

Cutoff Cutoff-Wert _Sensitivitéit _Spezifitét _Effizienz
[IU/ml] in % in % in %

nach Hersteller 100 46 89,1 67

nach ROC optimiert 54,9 64,3 85,7 74,7

95%-Spezifitat 1747 34,1 95 63,3

Abb. 3.28: Cutoff-Werte fur EUR

Die rote Linie stellt den Cutoff-Wert des Herstellers, die griine Linie — den optimierten Cutoff-
Wert und die schwarze Linie - den Cutoff-Wert bei vorgegebener 95%-iger Spezifitat da.
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3.12.1.5 ROC-Analyse fiir PHA

Bei PHA musste der Cutoff-Wert von 15 IU/ml auf 2 IU/ml gesenkt werden, um
die hochste diagnostische Effizienz von 72,5% zu erreichen. Bei diesem
optimierten Cutoff-Wert zeigte sich jedoch eine signifikante Abnahme der
diagnostischen Spezifitdt von 96,6% auf 68,1%. Beim Cutoff-Wert von 11,8
IU/ml wurde eine diagnostische Spezifitdt von 95% erreicht, wobei die
Veranderung der diagnostischen Effizienz gegenuber dem Hersteller Cutoff nur
marginal war.

Tab. 3.18: ROC-Analyse fur PHA

(eigene Darstellung)

Cutoff Cutoff-Wert _Sensitivitéit _Spezifitéit Effizienz in
[IU/ml] in % in % %

nach Hersteller 15 384 96,6 66,8

nach ROC optimiert 2 76,8 68,1 72,5

95%-Spezifitat 11,8 43,2 95 68

Abb. 3.29: Cutoff-Werte fir PHA

Die rote Linie stellt den Cutoff-Wert des Herstellers, die griine Linie — den optimierten Cutoff-
Wert und die schwarze Linie - den Cutoff-Wert bei vorgegebener 95%-iger Spezifitat da.
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3.12.2 Zusammenfassung der ROC-Analyse

Abgesehen von DPC, bei dem der vom Hersteller vorgegebene Cutoff-Wert nur
unwesentlich vom optimierten Cutoff-Wert abwich, mussten bei den anderen
vier Assays die Cutoff-Werte stark angepasst werden, um eine optimale
diagnostische Effizienz zu erzielen. Im Weiteren gab es den Assay von ORG,
der eine schlechte diagnostische Spezifitat aufwies. Durch eine Erhéhung des
Cutoff-Wertes um 50% konnte die diagnostische Spezifitat signifikant gesteigert
werden. TBS und PHA waren vom Hersteller aus auf Spezifitat angelegt und
wiesen dem entsprechend eine geringe diagnostische Sensitivitat auf. Bei EUR
konnte durch eine Halbierung des Cutoff-Wertes die diagnostische Sensitivitat
signifikant gesteigert und die diagnostische Spezifitdt nur gering verandert

werden.
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4. Diskussion

Der SLE gehort zur Gruppe der Kollagenosen und zeichnet sich durch eine
Vielfalt unterschiedlicher klinischer und serologischer Merkmale aus, die zu
differentialdiagnostischen Schwierigkeiten flhren koénnen. Die wichtigsten
serologischen Marker sind die ANA und vor allem die Anti-dsDNA-AK. ANA sind
zwar nicht spezifisch fur SLE, da sie bei vielen anderen autoimmunologischen,
rheumatischen und infektidsen Erkrankungen vorkommen, werden jedoch bei
bis zu 98% der SLE-Patienten nachgewiesen (Mills JA 1994, Sawalha AH et al.
2004). Mehrere Studien belegen, dass spezifische extrahierbare nukleare AK
mit unterschiedlichen SLE-Symptomen assoziiert sind. Zum Beispiel werden
Anti-dsDNA-AK gehauft bei Patienten mit einer Lupusnephritis oder Anti-SSA-
/Anti-SSB-AK bei Patienten mit Siccasymptomatik nachgewiesen. (Sulcebe G et
al. 1992, Thompson D et al. 1993, Valchoyiannopoulos PG et al. 1993).

Die Diagnose eines SLE kann bei Vorliegen von mindestens vier von elf ACR-
Kriterien geauliert werden (Tan EM et al. 1982). Da sich zwei der elf ACR-
Kriterien fur die Klassifikation eines SLE auf den Nachweis von ANA und von
SLE-typischen AK wie zum Beispiel Anti-dsDNA-AK und anti-Sm-AK beziehen,
ist die genaue Typisierung des AK-Musters aul3erordentlich wichtig. Mit dem
Vorhandensein eines positiven Titers fur ANA und zusatzlicher Positivitat fur die
Anti-dsDNA-AK sind bereits zwei der vier nétigen Bedingungen flur die
Klassifikation eines SLE erfullt. Von diagnostischer Relevanz sind insbesondere
die Anti-dsDNA-AK mit hoher Affinitat und vom Isotyp 1gG, da sie jeweils eine
hohe Spezifitat fir SLE besitzen (Smeenk R et al. 1990, Winkler TH et al. 1994,
Egner W 2000).

Als Screening-Untersuchung fur ANA wird in der Regel zunachst der IFT an
HEp-2 Zellen als Substrat durchgeflhrt. Anti-dsDNA-AK werden mittels
verschiedener Testsysteme in unterschiedlichem Ausmal} erfasst. Dazu zahlen
der ELISA, der RIA, der FIA und der Immunofluoreszenztest mit Crithidia
luciliae als Substrat (CLIFT), welcher allerdings in dieser Studie nicht untersucht

wurde.
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In dieser Arbeit werden drei erstgenannte Testsysteme zur Bestimmung der
Anti-dsDNA-AK hinsichtlich ihrer diagnostischen Sensitivitat, Spezifitat, Effizienz
und der pradiktiven Werte miteinander verglichen. Untersucht wurden ein Farr-
RIA mit einem Assay von DPC Biermann® (DPC), drei ELISA mit jeweils einem
Assay von ORGenTec® (ORG), The Binding Site® (TBS) und Euroimmun®
(EUR), sowie ein automatisierter FIA mit einem Assay von Pharmacia® (PHA).
Des Weiteren wird auf die Beziehung zwischen Anti-dsDNA-AK und SLE-
Krankheitsaktivitat, Komplementverbrauch, medikamentése SLE-Therapie,

Nierenbeteiligung bei SLE-Patienten und ANA-Muster im IFT eingegangen.

Im Vergleich der drei unterschiedlichen Methoden zeigte sich, dass die hochste
diagnostische Sensitivitat fur den Nachweis von Anit-dsDNA-AK von dem
ELISA von ORG (78,4%) und dem Farr-RIA von DPC (71,4%) erreicht wurde.
Die diagnostische Sensitivitat der anderen drei Assays war signifikant niedriger
(38,4% bis 46%, p<0,0005). Die diagnostische Spezifitat war hingegen bei dem
ELISA von ORG signifikant geringer als bei den anderen vier Assays (80,6% vs.
95,9% bis 97,5%, p<0,0005). Das Ergebnis, dass der ELISA durch eine hohe
Sensitivitat und eine etwas schlechtere Spezifitat gekennzeichnet ist, findet sich
in zahlreichen anderen Untersuchungen wieder (Tzioufas AG et al. 1990,
Wigand R et al. 1996, Wigand R et al. 1997, Tan EM et al. 1988, Smeenk RJT
et al 1991, Villalta D et al. 2003, Salonen EM et al. 2004, Egner W 2000). Die
hier gefundene Konstellation aus geringer diagnostischer Spezifitdat und
gleichzeitig hoher diagnostische Sensitivitat weist darauf hin, dass Anti-dsDNA-
AK niedriger Affinitat miterfasst werden. Diese AK finden sich bereits in der
Frihphase eines SLE, was die hohere diagnostische Sensitivitat erklart, kdnnen
aber auch bei einer Reihe anderer Erkrankungen nachweisbar sein, wodurch
sich die geringe diagnostische Spezifitat ergibt. Von den drei ELISA-
Testsystemen ist lediglich ORG durch eine hohe diagnostische Sensitivitat und
eine geringere diagnostische Spezifitat gekennzeichnet, was darauf
zurtckschlieBen lasst, dass er hochempfindlich sowohl nieder- als auch
hochaffine Anti-dsDNA-AK erfasst (Werle E et al. 1992).
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Mit dem ELISA von ORG wurden bei 85 von 442 Probanden, die nicht an SLE
litten, darunter auch bei neun gesunden Probanden, falsch-positive Ergebnisse
gemessen. Auch andere Autoren zeigten, dass niedrige Konzentrationen vor
allem der niederaffinen Anti-dsDNA-AK der IgG-Klasse bei gesunden
Menschen nachgewiesen werden kdnnen. Beim SLE kommt es im Verlauf der
Erkrankung zur Synthese von hochaffinen Anti-dsDNA-AK durch B-
Lymphozyten. Die Synthese von Anti-ssDNA-AK sowie von niederaffine Anti-
dsDNA-AK ist hingegen weniger spezifisch fir den SLE und kann mitunter bei
gesunden, v.a. alteren Menschen auftreten, oder bei Patienten, die an
unterschiedlichen Krankheiten leiden (z.B. Infektionen, Autoimmunhepatitiden),
beobachtet werden (Villalta et al. 2003). Diese genaue Funktion der Anti-ss-
DNA-AK bei der SLE-Pathogenese ist unklar. (Nossent JC et al. 1989, Ruffatti
A et al. 1990, Kadlubowski M et al. 1991, Smeenk RJT et al 1991, Tan EM et al.
1997, Makowski GS et al. 2003, Rekvig OP et al. 2003, Bobeck MJ et al. 2007).
Bei den vom ELISA von ORG nachgewiesenen AK handelt es sich somit am
ehesten auch um Anti-ssDNA-AK und um niedrigtitrige niederaffine Anti-
dsDNA-AK. Bei der Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dsDNA-Ag kann es
durch die Veranderung der DNA-Molekule zur Freisetzung der Bindungsstellen
fur Anti-dsDNA-AK kommen (Villalta D et al. 2002). Die hohe Anzahl der falsch
positiven Ergebnisse spiegelt sich bei ELISA von ORG in dem signifikant
niedrigerem positiv pradiktivem Wert wider (53,6% vs. 77,3% bis 83,3%,
p<0,005). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein SLE bei einem positiven Ergebnis
vorliegt, ist bei ELISA von ORG somit am geringsten.

Die ELISA von TBS und EUR weisen Anti-dsDNA-AK ebenfalls auf
enzymimmunologischer Grundlage nach, zeigen jedoch im Gegensatz zum
ELISA von ORG eine signifikant geringere Sensitivitat (41,3% und 46% vs.
78,4%, p<0,0005) und eine signifikant héhere Spezifitat (97,5% und 96,2% vs.
80,6%, p<0,0005).

Mehrere Ursachen fur die Divergenz der Ergebnisse bei den unterschiedlichen
ELISA-Testsystemen koénnen die Befunde erklaren. So gibt es
isotypenspezifische ELISA-Testsysteme, die nur IgG-AK detektieren, wie auch

die drei Assays in dieser Studie. Anderseits gibt es Systeme, die sowohl IgG-
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als auch IgM-AK messen (Egner W 2000). Die IgM-AK werden jedoch haufiger
bei anderen rheumatischen oder nicht-rheumatischen Erkrankungen
nachgewiesen (Preud’homme JL et al. 1988). Die verwendeten Ag, die sehr
unterschiedlich sein kdnnen, spielen ebenfalls eine wichtige Rolle. TBS und
EUR verwenden hochgereinigte Ag tierischer Herkunft (TBS: gereinigte
Kalbsthymus-DNA, EUR: gereinigte doppelstrangige Lachshoden-DNA),
wahrend bei ORG rekombinante humane dsDNA als Ag eingesetzt wird. Beim
Monitoring der Erkrankung ist der ELISA von ORG aufgrund seiner hohen
diagnostischen Sensitivitat den anderen ELISA und dem entsprechend ist die
Verwendung rekombinanter humaner Ag bei der Bestimmung humaner AK den
hochgereinigten Ag tierischer Herkunft vorzuziehen.

Der Farr-RIA von DPC hatte eine etwas geringere Sensitivitat als der ELISA
von ORG (71,4% vs. 78,4%), wobei der Unterschied jedoch nicht signifikant
war. Der Farr-RIA von DPC zeichnete sich aber durch eine hohe diagnostische
Spezifitat aus (95,9%, p<0,0005). Die geringere Sensitivitat lasst sich darauf
zurUckfuhren, dass der Farr-RIA nur hochaffine AK aller Isotypen erfasst. Die
hohe lonenkonzentration der Ammoniumsulfatiésung, die fir die Fallung der
Immunkomplexe verwendet wird, verursacht eine Trennung der radioaktiv
markierten DNA von den niederaffinen AK (Hahn BH 1998, Shen GQ et al.
1998, Egner W 2000, Salonen EM et al. 2004). Da dieser Assay die
niederaffinen AK nicht erfasst, ist der Test zwar weniger sensitiv, jedoch
weitaus krankheitsspezifischer. Diese jedoch insgesamt noch hohe Sensitivitat
und die hohe Spezifitat fuhren zur signifikant héchsten diagnostischen Effizienz
(90,4% vs. 80,1% bis 85%, p<0,05 bis p<0,0005) dieses Assays, verglichen mit

den anderen Testsystemen.

Der FIA von PHA verwendet zirkulare Plasmid-DNA als Ag. Hierdurch wird das
Risiko minimiert, dass ssDNA entstehen, wodurch das Ergebnis verfalscht
werden konnte. Dieser Test zeichnete sich durch seine sehr hohe Spezifitat
(97,5%) aus, zeigte jedoch eine vergleichsweise signifikant geringere
Sensitivitat als Farr-RIA von DPC und ELISA von ORG (38,4% vs. 71,4% und
78,4%, p<0,0005). Einige Autoren zeigten in ihren Untersuchungen ahnliche
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Ergebnisse, wobei die Sensitivitat zwischen 39,5% und 64% und die Spezifitat
zwischen 93,2% und 95,8% lagen (Derksen RHWM et al. 2002, Hernando M et
al. 2002, Villalta D et al. 2002). Die Frage, ob nur hochaffine Anti-dsDNA-AK mit
dem FIA von PHA detektiert werden, wie es von dem Hersteller vorgestellt
wurde, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. In einer Studie von Villalta
D et al. 2002 konnte diese Aussage nicht bestatigt werden.

Alle funf Assays zeigten in der gemessenen AK-Konzentration eine
hochsignifikante Korrelation untereinander (p<0,0001). Somit erscheinen die
verschiedenen Assays einander ebenburtig. Die engste Assoziation der Anti-
dsDNA-AK-Konzentrationen wurde zwischen Farr-RIA von DPC und ELISA von
TBS gefunden (r=0,82). Der FIA von PHA zeigte jedoch die schlechtesten
Korrelationsergebnisse im Vergleich zu den anderen Assays (r=0,59 bis
r=0,66).

Die hochste Konkordanz erreichten die beiden ELISA von TBS und EUR
(k=94,4%). Dieses Ergebnis ist eventuell auf das gleiche Testsystem und die
verwendeten hochgereinigten tierischen Ag zurlckzufihren. Die geringste
Konkordanz zeigte ELISA von ORG (k=77,4% bis 81,8%). Hier spiegelt sich die

signifikant geringere Spezifitat wider.

Zur Frage, inwieweit Anderungen der Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen in
individuellen Patienten mit der SLE-Krankheitsaktivitat korreliert, gibt es keine
einheitlichen Befunde. Wahrend einige Studien zeigen, dass die Anti-dsDNA-
AK im Serum schon Wochen vor einer klinischen Exazerbation ansteigen (Ter
Borg EJ et al. 1990, Bootsma H et al. 1995), wird anderseits z.T. berichtet, dass
bei Anstieg der Krankheitsaktivitat die AK-Konzentration sogar abfallt (Ho A et
al. 2001) oder keine signifikanten Anderungen aufweist (van den Berg L et al.
2006, Esdaile JM et al. 1996).

In unserer Studie erfolgten keine follow-up Untersuchungen der Patienten,
weshalb nicht geklart werden konnte, ob Anderungen der Anti-dsDNA-AK-
Konzentration einem Krankheitsrickfall vorausgehen. Jedoch fiel in der
Querschnittsbetrachtung des SLE-Patientenkollektivs auf, dass sowohl die

Pravalenz der Anti-dsDNA-AK als auch eine hohere Konzentration der AK mit
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einer hoheren Krankheitsaktivitat (gemessen im SLEDAI-2K-Score) assoziiert
waren. Alle funf Assays zeigten signifikante Unterschiede in der AK-
Konzentration bei Patienten mit inaktivem SLE und gering aktivem SLE bzw.
zwischen inaktivem und aktivem SLE. Keine signifikanten Unterschiede zeigten
sich zwischen dem gering aktivem und aktivem SLE. Die Aussage von
Hernando et al. 2002, dass der FIA von PHA bei aktivem SLE eine signifikant
hdhere diagnostische Sensitivitat von 70,8% erreicht, konnte von uns nicht
bestatigt werden. Der Unterschied der diagnostischen Sensitivitat zwischen
aktivem SLE und Gesamt-SLE war beim FIA von PHA nicht signifikant (54,5%
vs. 38,4%). Einige Studien zeigen, dass sich niederaffine AK gegen ssDNA
und/oder dsDNA im Laufe der fortschreitenden Immunantwort immer deutlicher
und mit steigender Affinitdt gegen dsDNA richten (Desai DD et al. 1993,
Krishnan MR et al. 1993, Fredriksen K, Osei A et al. 1994, Fredriksen K,
Brannsether B et al. 1991, Moens U et al. 1995). Dies ist eine mogliche
Erklarung, dass die Pravalenz von Anti-dsDNA-AK bei Farr-RIA von DPC, der
auf hochaffine Anti-dsDNA-AK begrenzt ist, mit Zunahme der Krankheitsaktivitat
die Werte des ELISA von ORG erreicht. Da der Farr-RIA sehr spezifisch flr
SLE ist und ausschlie3lich hochaffine AK erfasst, kdnnte es sich nachteilig auf
den Nachweis der Anti-dsDNA-AK bei der milden Form des SLE, die
vorwiegend durch die niederaffinen Anti-dsDNA-AK gekennzeichnet sind,
auswirken. Anderseits wird beschrieben, dass Anti-dsDNA-AK vom Isotyp IgM
mit einer geringeren Krankheitsaktivitat assoziiert sind. Diese AK werden
wiederum von Farr-RIA und nicht vom ELISA erfasst. In dieser Studie bestand
kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Pravalenz zwischen dem Farr-
RIA von DPC und dem ELISA von ORG bei inaktivem SLE, so dass sich beide

oben beschriebenen Effekte am ehesten gegenseitig auftheben.

Obwohl die quantitative Bestimmung von Anti-dsDNA-AK hilfreich fur die
Unterscheidung zwischen inaktivem und aktivem SLE sein kann, sollte sie nicht
als alleiniges Kriterium flir die Krankheitsaktivitat benutzt werden. Andere
Parameter wie der Verbrauch der Komplementfaktoren C3c und C4, der Abfall

der hamolytischen Gesamtkomplementaktivitat CH50 oder der Nachweis
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zirkulierender Immunkomplexe, liefern natzliche, erganzende Informationen im
Hinblick auf die Krankheitsaktivitat (Wais T et al. 2003, Ramos-Casals M et al.
2004).

In dieser Studie wurde die Untersuchung auf den Verbrauch der
Komplementfaktoren C3c und C4 beschrankt, da sich diese durch eine
standardisierte immunnephelometrische Messung besonders gut fir das
Krankheitsmonitoring eignen. Mit Zunahme der Krankheitsaktivitat nahm der
Komplementverbrauch zu, was auf die vermehrte Bildung der Immunkomplexe
aus Anti-dsDNA-AK und Komplementfaktoren zurlckgefuhrt werden kann
(Lloyd W, Schur PH 1981, Ward MM et al. 1989, Spronk PE et al. 1995,
Fernando MMA et al. 2005). Die Anti-dsDNA-AK, die mit den funf Assays
bestimmt wurden, und die Komplementfaktoren C3c korrelierten invers und
ahnlich stark miteinander (r= -0,52 bis r= -0,47). Die Komplementfaktoren C4
zeigten ebenfalls eine inverse jedoch eine geringere Korrelation (r=-0,42 bis r=
-0,28). Es lasst sich daraus folgern, dass die Bestimmungen vor allem der
Komplementfaktoren C3c, zum Monitoring und Einschatzung der

Erkrankungsaktivitat des SLE eingesetzt werden kann.

Die medikamentése Immunsuppression ist bei SLE sehr vielfaltig. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, sowohl die Pravalenz der Anti-dsDNA-AK als
auch deren  Konzentrationen bei allen Assays mit dem Umfang der
medikamentosen Therapie assoziiert waren. Die Krankheitsaktivitat war bei
Patienten mit der intensivsten Therapie am hochsten. Auffallig war, dass der
ELISA von ORG auch in der Patientengruppe ohne medikamentdsen Therapie
eine hohe Pravalenz an AK aufwiesen (82,6% vs. 30,4 bis 60,9% bei den
anderen verwendeten Assays), was auf den Nachweis der niederaffinen AK in
der inaktiven Krankheitsphase zurtickgefuhrt werden kann.

Von allen Organbeteiligungen des SLE hat der Befall der Niere meist den
gravierendsten Einfluss auf die Prognose der Erkrankung. Teilpopulationen der
Anti-dsDNA-AK, vor allem die hochaffinen IgG-AK, sind moglicherweise an der
Pathogenese der Lupusnephritis beteiligt, allerdings ist die Pathogenese der
Nephritis beim SLE nicht umfassend geklart. (Winfield JB et al. 1977, Raz E et
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al. 1989, Okamura M et al. 1993, Van Bruggen MC et al. 1997, D’Andrea DM et
al. 1996, Van Bruggen MC, Kramers C et al. 1996, Deocharan B et al. 2002,
Villalta D et al. 2003, Rekvig OP et al. 2004, Haugbro K et al. 2004,
Avihingsanon Y et al. 2010). Patienten, bei denen eine Nierenbeteiligung
nachgewiesen werden konnte, waren im Durchschnitt zwei Jahre langer krank
und die Krankheit wies eine hdhere Aktivitat auf. Laut Yee CS et al. 2003 ist die
Organschadigung signifikant mit dem Lebensalter und der Krankheitsdauer
assoziiert. Im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur wurden trotz der
hoheren Krankheitsaktivitat bei den Patienten mit einer Nierenbeteiligung weder
ein vermehrter Komplementverbrauch, noch signifikant hdhere Pravalenzen an
Anti-dsDNA-AK bzw. hohere Anti-dsDNA-AK-Konzentrationen in unserem
Kollektiv nachgewiesen (Lloyd W et al. 1981, Swaak AJ et al. 1986, Baqgi N et
al. 1996, Shen GQ et al. 1998, Villalta D et al. 2002, Cortes-Hernandez J et al.
2004). Diese Ergebnisse sind moglicherweise auf die relativ kleine Anzahl der
Patienten mit einer Nierenbeteiligung zurlckzufuhren (n=33). Die starkste,
jedoch nicht signifikante, Zunahme der Pravalenz von Anti-dsDNA-AK bei den
Patienten mit Nierenbeteiligung zeigte der Farr-RIA von DPC. Es ist ein
moglicher Hinweis darauf, dass bei der Schadigung der Nieren vor allem

hochaffine Anti-dsDNA-AK eine grof3e Rolle spielen.

Der IFT auf HEp-2 Zellen als Substrat wird in der Routinediagnostik als ein
Screening-Test eingesetzt. Es wird empfohlen, nur die positiven Ergebnisse
weiter zu differenzieren (James K 1992). Viele Seren wurden routinemafig mit
diesem Test untersucht und die Daten wurden in der Studie verwendet. Da die
verfugbaren Anti-dsDNA-Assays sich zum Teil erheblich in ihrer diagnostischen
Sensitivitat, Spezifitat, Effizienz und ihren pradiktiven Werten unterscheiden,
untersuchten wir, ob die Serodiagnostik des SLE durch Kombination von mittels
IFT erhobenen ANA-Befunden mit den Resultaten von Anti-dsDNA-Assays
verbessert werden kann. Unter Verwendung herstellerspezifischer Cutoff-Werte
traten signifikante Unterschiede zwischen den Anti-dsDNA-Assays bei der
diagnostischen Sensitivitat (38,4% bis 78,4%, p < 0.0005) und Spezifitat (75,6%
bis 96,8%, p < 0.0005) auf. Der Farr-RIA von DPC erzielte als Einzeltest die
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hochste diagnostische Effizienz (87,7%, Vergleichstests 76,4% bis 80,8%). Im
IFT war das Fluoreszenzmuster ,homogen, chromosomen-positiv* eng mit Anti-
dsDNA-AK assoziiert und zeigte bei hoher diagnostischer Spezifitat (94,8%)
eine den Anti-dsDNA-Assays vergleichbare diagnostische Sensitivitat (43,7%)
und Effizienz (78,5%). Das kombinierte Kriterium (ANA-Muster hom+ und
gleichzeitig Positivitat im Anti-dsDNA-Assay) resultierte im Vergleich zum
jeweiligen isolierten Anti-dsDNA-Befund in einer signifikant hoheren
diagnostischen Spezifitat (jeweils >97%) und positiv pradiktiven Werten
zwischen 88,1% und 97,3% (Einzeltests 56,3% bis 82,5%). Dies war allerdings
mit einer reduzierten Sensitivitat (23,2% bis 41,6%) und niedrigeren negativ
pradiktiven Werten (73,6% bis 77,9%) bezogen auf den jeweiligen Anti-dsDNA-
Assay (80,5% bis 89,7%) verbunden, wahrend die diagnostische Effizienz mit
Ausnahme der Kombination IFT/Farr-RIA von DPC (79,6% vs. 87,7%)
unverandert blieb. Zudem flhrte die Anwendung des kombinierten Kriteriums zu
einer vergleichbaren diagnostischen Effizienz zwischen den verschiedenen
Anti-dsDNA-Assays.

Unsere Ergebnisse belegen, dass bei der Serodiagnostik des SLE in einem
rheumatologischen Patientenkollektiv die Kombination aus IFT mit Nachweis
des Fluoreszenzmusters hom+ und positivem Anti-dsDNA-Test aufgrund
hoherer Spezifitat und positiv pradiktiver Werte einem isolierten Nachweis von
Anti-dsDNA-AK Uberlegen ist. Die Heterogenitat kommerzieller Anti-dsDNA-
Assays hinsichtlich ihrer diagnostischen Aussagekraft kann mit dieser
Vorgehensweise weitgehend reduziert werden. Es ist zu erwahnen, dass die
hohen pradiktiven Werte auf die hohe Pravalenz der SLE-Patienten in dem

Studienkollektiv, die nicht der Realitat entspricht, zurlickzufuhren sind.

Ein Grund flir voneinander abweichende Ergebnisse unterschiedlicher, Wo/80-
standardisierter Testsysteme durfte darin zu sehen sein, dass die diagnostische
Sensitivitat und Spezifitdt und somit auch die diagnostische Effizienz, sehr stark
von den Cutoff-Wertangaben der Hersteller abhangig sind. Die Festlegung
erfolgt in der Regel mit unselektionierten Blutspenderkollektiven und nicht

anhand klinisch eindeutig definierter Patientenkollektive. In dieser Studie wurde

75



die ROC-Kurvenanalyse mit dem wichtigsten differentialdiagnostischen
Kollektiv, dem NSLE-Kollagenosen-Kollektiv, durchgefuhrt. Die grof3te AUC und
dem entsprechend die beste Unterscheidung zwischen den Krankheiten SLE
und NSLE-Kollagenosen wies der Farr-RIA von DPC auf. Der Unterschied
wurde jedoch nur zwischen Farr-RIA von DPC und ELISA von EUR signifikant
(AUC=0,85 vs. AUC=0,78, p=0,016). Ahnliche Ergebnisse beschrieben
Wasmuth JC et al. 2004.

Nach der Optimierung der Cutoff-Werte lasst sich eine hdhere diagnostische
Effizienz auch bei den nicht radioaktiven Tests erreichen. Unserer
Untersuchung kann man entnehmen, dass man nicht ohne weiteres die
Hersteller-Cutoff-Werte Ubernehmen sollte. Lediglich bei Farr-RIA von DPC war
der Hersteller-Cutoff-Wert so gut gewahlt, dass die Optimierung keine
Verbesserung der diagnostischen Effizienz erbrachte. Bei den anderen Assays

mussten die Cutoff-Werte teilweise sehr stark angepasst werden.
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5. Schlusswort

Die Messung der Anti-dsDNA-AK wird sehr haufig in der SLE-Diagnostik und
auch zur Verlaufsbeurteilung der Erkrankung (Monitoring) eingesetzt. Jeder
einzelne Anti-dsDNA-Assay ist durch eine unterschiedliche diagnostische
Sensitivitat und Spezifitat gekennzeichnet. Ein idealer Anti-dsDNA-Assay wurde
hoch spezifisch und sensitiv sein und somit hohe positiv und negativ pradiktive
Werte haben. Jedoch kann kein Test alle diese Anforderungen in gleichem
MaRe erfillen, da eine Erhdhung der Spezifitdt meist zur Abnahme der
Sensitivitat fuhrt. Weil Anti-dsDNA-AK bei vielen anderen Erkrankungen und
auch bei gesunden Menschen vorkommen konnen, mussen diagnostische
Tests v.a. hochspezifisch sein. Sensitive Tests sind hingegen gut fur das
Monitoring der Erkrankung geeignet (Hernando M et al. 2002).

Wahrend ein positiver Test die Diagnose SLE unterstitzt, schliel3t ein negativer
Test die Diagnose jedoch nicht aus. Zwar korrelieren die Anti-dsDNA-AK-
Konzentrationen teilweise mit der SLE-Erkrankungsaktivitat, jedoch sollten die
Ergebnisse stets im Zusammenhang mit der klinischen Symptomatik gewertet
werden.

Besteht die Moglichkeit, mehrere Tests im Labor anzuwenden, so sollte nach
den Ergebnissen unserer Untersuchung, primar der ELISA von ORG als
Screening-Test eingesetzt werden, da er mit seiner hohen Sensitivitat alle
Verdachtsfalle erfassen wirde. FUr die Bestatigungstests bei positiv
ausfallendem Screening-Test kdnnte anschlieend einer der anderen Tests
(Farr-RIA von DPC, FIA von PHA, ELISA von TBS und ELISA von EUR)
eingesetzt werden, der dann mit seiner hohen Spezifitat die Anwesenheit von
AK bestatigen oder widerlegen konnte.

Zusammenfassend zeigte sich, dass der Farr-RIA von DPC, trotz seiner
Nachteile wie Radioaktivitat, grolRerer Zeitaufwand und héhere Kosten, sowohl
den ELISA als auch dem FIA Uberlegen ist durch die Kombination aus seiner
hohen diagnostischen Spezifitat und guten diagnostischen Sensitivitat. Daher
kann dieser Test als alleiniger Test in der Diagnostik und auch im Monitoring

von SLE empfohlen werden.
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Unter den ELISA ist der Assay von ORG den anderen beiden Assays
vorzuziehen. Hernando M et al. 2002 und Villalta D et al. 2002 zeigten, dass der
FIA von PHA durch seine hohe diagnostische Spezifitdt und seine gute
diagnostische Sensitivitat sowohl in der Diagnostik als auch beim Monitoring gut
einsetzbar ist. Wir teilen die Meinung von Derksen RHWM et al. 2002, die
zeigten, dass der FIA von PHA dem Farr-RIA unterlegen ist. Der FIA von PHA
ist allerdings aufgrund der Automatisierung sehr attraktiv und kénnte wegen
seiner hohen diagnostischen Spezifitat in der Diagnostik gut eingesetzt werden,
jedoch sollten beim Monitoring sensitivere Testsysteme bevorzugt werden.
Durch die Optimierung der Cutoff-Werte der nicht radioaktiven Tests lasst sich
eine bessere diagnostische Effizienz erzielen, sodass die Tests dem Farr-RIA
von DPC nur unwesentlich unterlegen oder gar ebenburtig sind.

Trotz der zahlreichen Labortests sollte man sich allerdings nicht allein auf die
Laborergebnisse verlassen oder gar auf die klinischen Untersuchungen
verzichtet. Auf diesem Wege konnen Veranderungen der Krankheitsaktivitat bei
den SLE-Patienten meist besser erfasst werden. Zudem sind Falle von
seronegativem SLE bekannt, in denen die Diagnose anhand der klinischen
Befunde gestellt wird. (Fortin PR et al. 1995, Esdaile JM et al. 1996, Bohan A
1979, Cervera R et al. 2002).
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6. Abkurzungsverzeichnis

pl

ACR

Abb.

Ag

Al

AlH

AK

AKO

ANA
Anti-dsDNA-AK
AntiM
Aqua dest.
AUC

AZA

BSG

bzw.

Cl

CLIFT

eingetragenes Markenzeichen
Grad Celsius

Mikroliter

American College of Rheumatology
Abbildung

Antigen

Autoimmun

Autoimmunhepatitis

Antikorper

Alle Kontrollen

antinukleare Antikorper

Antikorper gegen Doppelstrang-DNA
Anti-Malaria-Mittel

Aqua destillata

area under curve

Azathioprin
Blutsenkungsgeschwindigkeit
beziehungsweise
Konfidenzintervall

Immunofluoreszenztest mit Crithidia luciliae als Substrat

79



CPh
CREST
CsA

d. h.
diagn.

DNA

DM
DPC
dsDNA
EKG
ELISA
EUR
Fa.
Farr-RIA
FIA

FN

FP

FTA

GK

Cyclophosphamid

Synonym: Sklerodermie
Ciclosporin A

das heil3t

diagnostisch

Desoxyribonucleic acid

Deziliter

Dermatomyositis

Assay von DPC Biermann®
Doppelstrang-DNA
Elektrokardiogramm

Enzym-linked Immunosorbent Assay
Assay von Euroimmun®

Firma

nach Richard Farr benannter Radioimmunoassay
Fluoreszenz-Immunoassay
falsch-negativ

falsch-positiv
Fluoreszenz-Treponema-Antikorper
Erdbeschleunigung

Gramm

Gesamtkollektiv
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GKO gesundes Kontrollkollektiv

gp210 nuclear pore glycoprotein-210
HCV Hepatitis C-Virus

HEp Humane Epitheliomzelllinie

Hep C Hepatitis C-Infektion

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
hom+ homogen chromosomen-positiv
IFT Indirekter Immunfluoreszenztest
IgA Immunglobulin A

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

Infekt. Infektionen

U international unit

J Jod

k Konkordanzkoeffizient

LE Lupus erythematodes

LED Leuchtdiode

log Logarithmus

M. Morbus

MCDT Mixed connective tissue disease (Mischkollagenose)
mg Milligramm

ml Milliliter
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mm?3

MMF

mPAN

MTX

neg.

NKOLL

nm

n.s.

NSLE

NSLE-Erkr.

NSLE-Koll.
oD

ORG

PAN

PBC

PBS

PHA

PM

pos.

prad.

Prim.

Kubikmillimeter
Mycophenolatmofetil
mikroskopische Panarteriitis nodosa
Methotrexat

Anzahl

negativ
Nicht-Kollagenosen
Nanometer

nicht signifikant
Nicht-SLE
Nicht-SLE-Erkrankte
Nicht-SLE-Kollagenosen
Optische Dichte

Assay von ORGenTec®
Panarteriitis nodosa
Primare bilidre Zirrhose
Phosphatpuffer

Assay von Pharmacia®
Polymyositis

positiv

pradiktiv

Primare
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PsoA

PSS

RA

RIA

RN

RNA

ROC

RP

Scl

SD

SLE
SLEDAI-2K
ssDNA
Std.

S.0.

sog.

s.u.

Syst. Arthr.
Tab.

TBS

TMB

Psoriasisarthritis

progressiv systemische Sklerose
Korrelationskoeffizient
Rheumatoide Arthritis
Radioimmunoassay
richtig-negativ

ribonucleic acid

Receiver Operating Characteristic
richtig-positiv

Sklerodermie

Thyreopathien

systemischer Lupus erythematodes
SLE Disease Activity Index 2000
Einzelstrang-DNA

Stunden

siehe oben

so genannt

siehe unten

Systemische Arthritis

Tabelle

Assay von Binding Site®

3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin
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TNF-a

TPHA

U1-RNP

u.a.

UV-Strahlen

Vask.

VS.

WHO

Tumornekrosefaktor-alpha
Treponema-Pallidum-Hamagglutinations-Assay
Unit

uridinreiches Ribonuleoprotein
unter anderem
Ultra-violett-Strahlen
Vaskulitis

versus

World Health Organisation
zum Beispiel

zum Teill

zentrales Nervensystem
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