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1. Zusammenfassung
1.1. Abstrakt

EINLEITUNG: Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die klinische Bedeutung von Anti-Sm-
Antikdrpern flr 1.) die Diagnosestellung, 2.) die Verlaufsbeurteilung der Krankheitsaktivitat und
3.) der Pradiktion von Krankheitsschuben im Vergleich zu anti-dsDNA-Antikorpern und
Komplement C3 bei dem Systemischen Lupus erythematodes (SLE) zu evaluieren.

METHODEN: Es wurden Antikdrper gegen das Smith-Antigen (Sm) und doppelstrangige DNA
(dsDNA) in Seren von Patienten mit SLE (n=232), Myositis (n=26), Systemischer Sklerose
(n=81), Sjogren-Syndrom (n=88) und Rheumatoider Arthritis (n=165) sowie von gesunden
Kontrollen (n=400) mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA, von Euroimmun)

bestimmt und mit vielféltigen klinischen Daten verglichen.

ERGEBNISSE: Bei einer Spezifitat von 99 % zeigten sich Sensitivitaten von 25,9 % fiir Anti-
Sm-Antikorper (Grenzwert: 3,6 relative units/ml) und 30,2 % fir anti-dsDNA-Antikorper
(Grenzwert: 157,4 international units/ml). 14,8 % der anti-dsDNA-negativen Patienten waren
positiv fur anti-Sm und Uber die Halfte (51,4 %) der anti-dsDNA-positiven Patienten zeigten
ebenfalls positive Anti-Sm-Antikdrper. Darlber hinaus waren Anti-Sm-Antikdrper assoziiert mit
dem Alter (p=0,0174), der Anzahl der erfullten ACR Kriterien (p=0,0242), den ACR Kiriterien
,Nierenbeteiligung® (p=0,0350) und ,,neurologische Defizite* (p=0,0239), der BILAG Kategorie
»Allgemeinsymptome®  (p=0,0227), Fatigue (p=0,0311) und der Krankheitsaktivitdt im
Querschnitt (r=0,2519, p=0,0224). Obwohl in der Longitudinal- und der Prognose-Studie keine
Korrelation zur Krankheitsaktivitdt dargestellt werden konnte, zeigte sich doch eine
herausragende Korrelation zwischen Anti-Sm-Antikérpern und Proteinurie (p=0,0035).

SCHLUSSFOLGERUNG: Anti-Sm-Antikorper kénnen auch bei anti-dsDNA-negativen SLE-
Patienten nachweisbar sein und sind daher aufgrund ihrer hohen Spezifitat vor allem fir die
Diagnosestellung hilfreich. Patienten mit erhohten Anti-Sm-Antikérpern haben ein hdéheres

Risiko fiir eine Nierenbeteiligung.



1.2. Abstract

OBJECTIVES: To investigate the clinical value of anti-Sm antibodies in diagnosis and
monitoring of systemic lupus erythematosus (SLE) and their ability to predict lupus flares

compared with that of anti-dsDNA antibodies and complement (C3) assays.

METHODS: Autoantibodies against Smith antigen (Sm) and double-stranded DNA (dsDNA) in
sera from SLE (n=232), myositis (n=26), systemic sclerosis (n=81), Sjogren’s syndrome (n=88),
and rheumatoid arthritis patients (n=165) and healthy donors (n=400) were determined by using
enzyme-linked immunosorbent assays (both from Euroimmun). New thresholds for both
autoantibodies were calculated by receiver operating characteristics (ROC) curve analysis.
Cross-sectional, longitudinal and predictive analysis of anti-Sm and disease activity were also

performed.

RESULTS: Sensitivities of 25.9% for anti-Sm (cutoff: 3.6 relative units/ml) and 30.2% for anti-
dsDNA (cutoff 157.4 international units/ml) were obtained at a specificity of 99%. 14.8% of
anti-dsDNA-negative patients were positive for anti-Sm, and more than half (51.4%) of anti-
dsDNA-positive patients were also positive for anti-Sm. Anti-Sm antibodies were associated
with age (p=0.0174), the number of ACR criteria (p=0.0242), the ACR criteria renal (p=0.0350)
and neurologic disorder (p=0.0239), the BILAG category constitutional symptoms (p=0.0227),
fatigue (p=0.0311) and cross-sectional disease activity (r=0.2519, p=0.0224). Although no
correlations with lupus activity were observed in the longitudinal and predictive analysis, a

remarkable correlation was found between anti-Sm and proteinuria.

CONCLUSIONS: Anti-Sm antibodies are essential for diagnosis of SLE, especially in anti-
dsDNA-negative patients. However, our data suggest that anti-Sm monitoring is only helpful in

SLE patients with active lupus nephritis.



1.3. Einfihrung

Der Systemische Lupus erythematodes ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung, die
durch verschiedene Autoantikdrper charakterisiert ist, welche sich vornehmlich gegen nukledre
Proteine und Nukleinsauren richten [1]. Dass der SLE mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von
nur 90 % geh&duft junge Frauen betrifft, zeigt die Notwendigkeit einer friihzeitigen
Diagnosestellung mit nachfolgendem Therapiebeginn. Hierzu kann die Bestimmung von
hochspezifischen Autoantikdrpern mafRgeblich beitragen.

In den Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology (ACR) und den Systemic
Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) sind neben den Anti-dsDNA-Antikorpern,
welche bereits im Fokus zahlreicher Arbeiten standen, auch die fir den SLE hoch-spezifischen
Anti-Sm-Antikorper zu finden [2, 3]. In bisherigen Analysen traten diese in &hnlicher Haufigkeit
bei Patienten mit und ohne Anti-dsDNA-Antikdrper auf [4]. Ihr zusatzlicher Nutzen zur
Diagnosestellung vor allem bei anti-dsDNA-negativen Patienten ist jedoch bisher nicht
abschlielRend geklért.

In der aktuellen Literatur liegen die Pravalenzen der Anti-Sm-Antikorper zwischen 5 und 30 %
[5]. Diese groRen Unterschiede kénnen am ehesten auf die unterschiedliche Haufigkeit bei
verschiedenen ethnischen Rassen zuriickgefiihrt werden. VVor allem Afroamerikaner und Asiaten
zeigen eine deutlich hohere Pravalenz von Anti-Sm-Antikorpern als Kaukasier.

Bezlglich der Assoziation zwischen Anti-Sm-Antikdrpern und SLE-Manifestationen oder
Krankheitsaktivitat ergaben bisherige Studien unterschiedlichste Ergebnisse. Unter anderem
wurden Verbindungen zu Lupus Nephritis und Proteinurie [6], juvenilem SLE, Serositis und
ZNS-Beteiligung beschrieben. Weiterhin imponierten Assoziationen zur Krankheitsaktivitat im
Querschnitt als auch in der longitudinalen Analyse und in der Vorhersage zukinftiger
Krankheitsschiibe [7, 8].

Im Vergleich zu anderen Standardbiomarkern wie Anti-dsDNA-Antikérpern und Komplement
C3 bleibt die Nutzlichkeit der Anti-Sm-Antikorper jedoch recht unklar. Daher ist das Ziel der
vorliegenden Studie, die klinische Bedeutung der Anti-Sm-Antikorper im Vergleich zu Anti-
dsDNA-Antikérpern und Komplement C3 bei der Diagnosestellung, in der Verlaufsbeurteilung
und der Vorhersage kommender SLE-Schiibe zu evaluieren.

Wir konnen im Folgenden darstellen, dass Anti-Sm-Antikorper einen wesentlichen Teil zur
frihzeitigen Diagnosestellung als auch zur weiteren Betreuung von Patienten mit Lupus-

Nephritis beitragen kdnnen.



1.4. Methodik

Das Studiendesign

Die Studie ist in vier Teile gegliedert (Abbildung 1). Zum einen wurden die optimalen
Grenzwerte fir Anti-Sm- und Anti-dsDNA-Antikdrper mittels Receiver  Operating
Characteristics (ROC) Kurvenanalyse definiert. Zum anderen wurde mit Hilfe dieser neu
bestimmten Grenzwerte die Rolle der Anti-Sm-Antikorper bei der Diagnosestellung des SLE
untersucht. Weiterhin wurden Anti-Sm-positive und Anti-Sm-negative Patienten hinsichtlich
ihrer Kklinischen Daten verglichen. Abschliefend wurden die Beziehungen zwischen der
Krankheitsaktivitdit und Anti-Sm-, Anti-dsDNA-Antikérpern und Komplement C3 im
Querschnitt (n=82) und Ldangsschnitt (n=26) untersucht. Zudem wurden 33 Patienten mit
niedriger Krankheitsaktivitat Gber 180 Tage im Hinblick auf das Auftreten von Lupus-Schiiben

nachbeobachtet, um den prognostischen Wert von Anti-Sm-Antikérper zu ermitteln.
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Abbildung 1. Das Studiendesign.

Insgesamt wurden 992 Serumproben von 232 SLE-Patienten gewonnen, welche die ACR-
Kriterien zur Diagnosestellung des SLE erflllten. Die 760 Kontrollen setzten sich aus 400
gesunden Spendern und 360 Patienten mit verschiedenen rheumatologischen Erkrankungen

zusammen: Myositis (n=26), Systemische Sklerose (n=81), priméares Sjogren-Syndrom (n=88)
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und Rheumatoide Arthritis (n=165). Der Patienteneinschluss erfolgte zwischen August 2003 und
Dezember 2009 in der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische
Immunologie der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin, Deutschland.

Von allen Teilnehmern der Studie wurde eine Einverstandniserklarung unterzeichnet.

Krankheitsaktivitat

Zur Bestimmung der Krankheitsaktivitat wurde neben einem modifizierten Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2000 (mSLEDAI-2000) ohne Einbeziehung der
Autoantikdrper und des Komplementlevels auch der British Isles Lupus Assessment Group 2004
Index (BILAG-2004) verwendet. Ein Lupusschub lag vor, wenn in den neun Kategorien des
BILAG-2004 ein neues ,,A*“ oder ,,B* auftrat. Diejenigen Patienten, welche im BILAG-2004

kein ,,A*“ oder ,,B*“ angaben, wurden als klinisch inaktiv bezeichnet.

Bestimmung der Biomarker

Anti-Sm- und Anti-dsDNA-Autoantikérper wurden mittels ELISA (von Euroimmun) bestimmt.
Der verwendete Anti-Sm-ELISA erlaubt nachweislich eine monospezifische und quantitative
Bestimmung der Antikdrper. Hierfir wurde das Sm-Antigen mittels Affinitdtschromatographie
aus Kalbsthymus extrahiert und via Massenspektrometrie sichergestellt, dass es aus allen 7
Kernproteinen (B/B’, D1, D2, D3, E, F, G) besteht. Um zu gewabhrleisten, dass kein RNP Protein
enthalten ist, erfolgte weiterhin ein ELISA mit Humansera, welche gegen RNP 68 kD, A und C
reagieren. Komplement C3 wurde im lokalen Labor mittels Nephelometrie bestimmt. Die vom

Hersteller empfohlenen Grenzwerte wurden verwendet.

Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
California, USA) durchgefuhrt. Um Vergleichbarkeit sicherzustellen wurden fir Anti-Sm- und
Anti-dsDNA-Antikorper neue Grenzwerte mittels ROC Kurvenanalyse bestimmt. In der
Querschnittsanalyse wurde hierflr eine Spezifitdt von 99 % festgelegt. Um Patienten mit
positiven und negativen Biomarkern zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet, fur die Korrelation zwischen Biomarkern und metrischen Variablen die
Rangkorrelation nach Spearman. Der Exakte Test nach Fisher wurde zur Analyse der Biomarker-
positiven und —negativen Patienten und kategorischen Variablen angewandt. Die Beziehung
zwischen Autoantikérpern und der Lupus-Nephritis wurde mittels Odds Ratio und einem
Konfidenzintervall von 95 % untersucht. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant definiert.
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1.5. Ergebnisse

Bestimmung optimaler Grenzwerte

Die Reaktivitdt gegen Anti-Sm wurde mittels Anti-Sm-ELISA in 232 SLE-Patienten, 400
gesunden Spendern und 360 Kontrollpatienten mit anderen rheumatologischen Erkrankungen
bestimmt (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Das Streudiagramm zeigt die Verteilung der Anti-Sm-Antikorper bestimmt mittels ELISA bei
insgesamt 992 Proben von SLE-Patienten, Patienten mit anderen rheumatologischen Erkrankungen und Gesunden.
Die gepunktete Linie stellt den Grenzwert (3,6 RU/mI) basierend auf einer ROC Kurvenanalyse bei einer Spezifitét
von 99 % dar. Zur besseren Darstellung wurden Werte >200 RU/ml als 200 RU/mI angegeben. SSk, systemische
Sklerose; pSS, primares Sjogren-Syndrom; RA, rheumatoide Arthritis; GS, gesunde Spender.

Um einen Vergleich zwischen Anti-Sm- und Anti-dsDNA-Antikdrpern zu ermdglichen, wurden
neue Grenzwerte mittels ROC Kurvenanalyse der 992 Individuen erstellt (Tabelle 1). Eine
Spezifitadt von 100 % wurde bereits bei einem Grenzwert von 11,5 RU/ml erreicht. Die bereits
niedrige Sensitivitat von 13,8 % sank bei dem vom Hersteller empfohlenen Grenzwert von 20
RU/mI noch weiter auf 10,8 %. Fur alle nachfolgenden Analysen legten wir den Grenzwert fur
Anti-Sm- und Anti-dsDNA-Antikorper bei einer vergleichbaren Spezifitat von 99 % fest. Hierbel
stellten sich drei gesunde Kontrollen und vier Patientenkontrollen als falsch-positiv im Anti-Sm-
ELISA heraus (Abbildung 2). Bei keinem der Individuen konnte die Diagnose eines SLE gestellt
werden und alle waren negativ fir Anti-dsDNA-Antikorper im ELISA, Radioimmunoassay und

Crithidia luciliae Immunofluoreszenztest.



Tabelle 1. Ergebnisse der ROC Kurvenanalyse bei Anti-Sm- und Anti-dsDNA-Antikérpern

Kriterien Anti-Sm Anti-dsDNA
Area under curve 0,6452 0,7986

95 % KI 0,59 bis 0,70 0,76 bis 0,84
P Wert <0,0001 <0,0001
Sensitivitat bei 95 % Spezifitat (Grenzwert) 41,0 (2,1) 48,7 (58,8)
Sensitivitat bei 98 % Spezifitat (Grenzwert) 32,3 (3,0) 36,6 (104,8)
Sensitivitat bei 99 % Spezifitat (Grenzwert) 25,9 (3,6) 30,2 (157,4)
Maximale Summe von Spezifitat und Sensitivitat 136,9 153,3

Die Testkriterien fir Anti-Sm- und Anti-dsDNA-ELISA wurden mittels ROC Kurvenanalyse basierend auf 992
Proben von 232 SLE-Patienten, 360 Patientenkontrollen und 400 gesunden Kontrollen bestimmt. Der Endpunkt fir

die ROC Kurvenanalyse war Diagnose versus keine Diagnose eines SLE.

Anti-Sm-Antikdérper — Zusatzlicher Nutzen bei der SLE Diagnosestellung
Anti-Sm-Antikorper stellen neben Anti-dsDNA-Antikérpern einen wichtigen Teil der ACR
Klassifikationskriterien dar. Nichtsdestotrotz ist bisher nur wenig lber die Haufigkeit der Anti-
Sm-Antikdrper bei Patienten mit und ohne Anti-dsDNA-Antikorper bekannt. Anhand der vorher
bestimmten neuen Grenzwerte bei einer vergleichbaren Spezifitdt von 99 % erzielte der Anti-
Sm-ELISA eine Sensitivitdt von 25,9 % (Grenzwert 3,6 RU/ml) wahrend der Anti-dsDNA-
ELISA eine nur geringfiigig hohere Sensitivitat von 30,2 % (Grenzwert 157,4 1U/ml) erreichte.
Um die Verteilung der Reaktivitat beider Autoantikorper darzustellen, wurde ein Ringdiagramm
erstellt (Abbildung 3). Es ergeben sich verschiedene Sichtweisen, aus welcher die Daten
interpretiert werden kénnen. Erstens, 14,8 % der Anti-dsDNA-negativen Proben (n=162) waren
positiv fur Anti-Sm-Antikorper (n=24). Von der anderen Seite betrachtet, waren 40,0 % aller
Anti-Sm-positiven Proben (n=60) negativ fir Anti-dsDNA-Antikorper. Bei diesen 10,3 % aller
SLE-Patienten war es moglich, die Diagnose ausschlie3lich anhand der Anti-Sm-Antikorper zu
sichern. Weiterhin waren nur 19,8 % der Anti-Sm-negativen Patienten (n=172) positiv fir Anti-
dsDNA-Antikorper (n=34).
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Abbildung 3. Das Ringdiagramm zeigt den zusétzlichen diagnostischen Nutzen der Anti-Sm-Antikdrper bei Anti-
dsDNA-positiven und —negativen SLE-Patienten. Der Grenzwert fiir beide Testsysteme wurde bei einer Spezifitét

von 99 % gewahlt um Vergleichbarkeit herzustellen (vgl. Tabelle 1 fir Grenzwerte).

In weiterflihrenden Analysen zeigte sich, dass Anti-Sm-Antikdrper héufiger in den ersten Jahren
nach Diagnosestellung auftreten. Dies unterstreicht ebenfalls die Wichtigkeit der Anti-Sm-

Antikorper und ihren zusatzlichen Nutzen fir die Diagnosestellung des SLE (Abbildung 4).
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Abbildung 4. In der Darstellung der Beziehung zwischen Krankheitsdauer und dem Auftreten von Autoantikdrpern
bei insgesamt 232 SLE-Patienten aufgeteilt nach ihrer Krankheitsdauer, zeigt sich ein vermehrtes Auftreten der

Anti-Sm-Antikérper in den ersten Jahren nach Diagnosestellung.
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Vergleich klinischer Daten bei Anti-Sm-positiven vs. —negativen SLE-Patienten

Um die Anti-Sm-positiven SLE-Patienten ndher zu charakterisieren, wurden klinische und
allgemeine Angaben, ACR-Kriterien, SLEDAI-2000-Kriterien, Laborparameter und SLE-
Medikation evaluiert und mit den Ergebnissen der Anti-Sm-negativen Patienten verglichen.
Nachfolgend wurden die Resultate denen der Standardbiomarker Anti-dsDNA-Antikorper und
Komplement C3 gegentber gestellt, um einen zusétzlichen Nutzen der Anti-Sm-Antikorper zu
untersuchen.

Im Gegensatz zu den Anti-Sm-negativen Patienten waren die Anti-Sm-positiven junger
(p=0,0174), hatten eine kirzere Krankheitsdauer (p=0,0279) und eine hohere Anzahl an ACR-
Kriterien (p=0,0242). Weiterhin waren die ACR-Kriterien Nierenbeteiligung (p=0,0350) und
ZNS-Beteiligung (p=0,0239) haufiger in der Anti-Sm-positiven Subgruppe zu finden. Auffallig
war des Weiteren ein gehéuftes Auftreten der Anti-Sm-Antikérper bei der kleinen Anzahl
eingeschlossener asiatischer Patienten im Vergleich zu Kaukasiern (p=0,0004). Entgegen der
Ergebnisse bei Anti-dsDNA-Antikorpern und erniedrigtem Komplement C3 konnte bei den
Anti-Sm-positiven Patienten keine signifikant hohere Krankheitsaktivitdt gemessen am
mSLEDAI-2000 festgestellt werden.

Aufgrund der Assoziation der Anti-Sm-Antikorper zur Nierenbeteiligung untersuchten wir
Zusammenhange zum Ausmal der Proteinurie. Diese war in der Anti-Sm-positiven Subgruppe
signifikant hoéher (p=0,0340). Wahrend erniedrigtes Komplement C3 &hnliche Ergebnisse
erbrachte (p=0,0171), zeigte sich bei Anti-dsDNA-Antikdrpern (berraschenderweise keine
Assoziation. Eine ausgepragte Proteinurie > 500 mg in 24 h trat ebenfalls in der Anti-Sm-
positiven Gruppe (48,5 %) héufiger auf als in der Anti-Sm-negativen (23,1 %). Obwohl die
Untersuchung fir Anti-dsDNA-Antikdrper dhnliches ergab, war die Odds Ratio (OR) flr Anti-
Sm-Antikorper héher (OR (Anti-dsDNA)=2,48; OR (Anti-Sm)=3,13). Weiterhin zeigte sich,
dass Patienten mit beiden Autoantikdrpern signifikant h&ufiger an einer schweren Proteinurie
litten als Patienten ohne beide Autoantikérper (OR=4,97; p=0,0009).

Anti-Sm und Krankheitsaktivitat

Im Folgenden sollen Zusammenhéange der Anti-Sm-Antikorper zur Lupus Krankheitsaktivitat im
Querschnitt, longitudinal und beztglich der prognostischen Aussagekraft untersucht werden. Die
Resultate aller drei Zeitebenen wurden erneut mit denen der Standardbiomarker verglichen, um
eine grollere Aussagekraft zu erreichen (Abbildung 5).

Im Querschnitt fiel eine starke Korrelation der Anti-dsDNA-Antikérper (r=0,320; p=0,0034) und
noch deutlicher des erniedrigten Komplements C3 (r=0,431; p<0,0001) mit dem BILAG-2004
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Gesamtscore auf, wohingegen Anti-Sm-Antikorper eine schwéchere Korrelation zeigten
(r=0,252; p=0,0224). In einer Subanalyse der einzelnen BILAG-Kategorien imponierte eine
signifikante Assoziation der Anti-Sm-Antikorper zur Unterkategorie Allgemeinsymptome
(p=0,0227), welche bei naherer Untersuchung auf eine Assoziation zu Fatigue zurlickzufihren
war (p=0,0099). Zwar zeigten auch Anti-dsDNA-Antikérper und erniedrigtes Komplement C3
eine Korrelation, jedoch deutlich schwacher (anti-dsDNA: p=0,0209; C3: p=0,0242).

Die Verlaufsbeobachtung und Einschéatzung der Krankheitsaktivitdt stellt einen elementaren
Baustein im Management der SLE-Patienten dar. Um die Beziehung der Anti-Sm-Antikdrper zur
Krankheitsaktivitdt im Krankheitsverlauf zu untersuchen, wurden Verénderungen im BILAG-
2004 sowie die Anti-Sm-Titer zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Die Daten wurden bei 51
Differenz-Visiten von 26 SLE-Patienten erhoben und fiir die Anzahl der Visiten gewichtet.
Weder eine Veranderung der Anti-Sm-Antikorper noch der Standardbiomarker zeigten eine
Korrelation zur Veranderung der SLE-Aktivitat im Krankheitsverlauf (Anti-Sm: p=0,134; Anti-
dsDNA: p=0,213; C3: p=0,059). Zum Ausschluss einer verdeckten Verbindung durch die
niedrige Pravalenz der Anti-Sm-Antikérper wurden gesondert Verdnderungen im Anti-Sm-Titer
> 5 RU/mI untersucht. Erneut konnte keine signifikante Assoziation zur Veranderung des
BILAG-2004 beobachtet werden.

Um den préadiktiven Wert der Anti-Sm-Antikorper naher zu definieren, wurden 33
Lupuspatienten mit inaktiver oder milder Krankheitsaktivitét tiber einen Zeitraum von 180 Tagen
beziglich einer Krankheitsexazerbation nachverfolgt. Zehn dieser Patienten erlitten einen SLE-
Schub, definiert als neue Bewertung mit A oder B in einer der BILAG-Kategorien. Mittels ROC
Kurvenanalyse wurde der optimale Grenzwert fiir die Anti-Sm-Antikorper bestimmt (1,3 RU/ml,
Sensitivitat 40 % und Spezifitat 85,7 %). Im Beobachtungszeitraum zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Auftretens eines Schubes zwischen der Anti-Sm-positiven und —
negativen Gruppe. Demgegeniber hatten Patienten mit positiven Anti-dsDNA-Antikdrpern
(Grenzwert: 35,5 IU/ml) oder erniedrigtem Komplement C3 hdufiger einen Lupusschub (Anti-
dsDNA: p=0,0378; C3: p=0,0007). Anti-Sm-Antikdrper sind demnach nicht in der Lage, SLE-

Schube vorherzusagen im Gegensatz zu den Standardbiomarkern.
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Abbildung 5. Anti-Sm-Antikdrper im Querschnitt, longitudinal und in Analyse des prognostischen Werts im
Vergleich zu Anti-dsDNA-Antikorpern und Komplement C3 bei SLE-Patienten. Die Querschnittstudie basiert auf
82 SLE-Patienten. Die Autoantikdrpergrenzwerte wurden bei einer Spezifitat von 99 % gewahlt (vgl. Tabelle 1) und
die p-Werte wurden mittels Rangkorrelation nach Spearman bestimmt. In der Longitudinalstudie wurden 26 SLE-
Patienten mit insgesamt 51 Visiten eingeschlossen. Die Deltawerte wurden durch Subtraktion eines definierten
Parameters bei der aktuellen Visite vom Parameter bei der vorherigen Visite bestimmt. Die p-Werte wurden mittels
linearer Regression mit Wichtung nach Anzahl der Visiten bestimmt. Zur Untersuchung des prognostischen Werts
bei 33 SLE-Patienten wurden die Grenzwerte erneut mittels ROC-Kurvenanalyse bestimmt und die p-Werte wurden

anhand des Mantel-Cox-Tests ermittelt.

Longitudinale Veranderungen der Anti-Sm-Antikérper und der Proteinurie

In unserer Analyse waren Anti-Sm-Antikorper assoziiert mit einer Nierenbeteiligung des SLE
(ACR-Kriterien) und Anti-Sm-positive Patienten hatten haufiger eine ausgepragte Proteinurie als
Patienten ohne Anti-Sm-Antikorper. Unabhangig von der fehlenden longitudinalen Korrelation
zur Krankheitsaktivitat untersuchten wir daher, ob Anti-Sm-Antikdrper mit dem Ausmald der

Proteinurie im Ldngsschnitt korrelieren. Tatsachlich wurden Veranderungen im Anti-Sm-Titer
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von Veranderungen der Proteinurie in je zwei aufeinander folgenden Visiten bei 13 Patienten mit
aktiver Lupus-Nephritis begleitet (p=0,0035), wie dargestellt in Abbildung 6. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich fir Anti-dsDNA-Antikorper (p=0,0032), jedoch nicht fir Komplement
C3 (p=0,1979).
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Abbildung 6. Veranderung der Proteinurie versus Veranderung der Anti-Sm-Antikorper im Vergleich zu Anti-
dsDNA-Antikérpern und Komplement C3 bei Patienten mit aktiver Lupus-Nephritis basierend auf 13 Differenz-
Visiten. Die Deltawerte wurden durch Subtraktion eines definierten Parameters bei der aktuellen Visite vom

Parameter bei der vorherigen Visite bestimmt. Die p-Werte wurden mittels linearer Regression ermittelt.
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1.6. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die klinische Bedeutung der Anti-Sm-Antikorper im Vergleich
zu Anti-dsDNA-Antikérpern und Komplement C3 bei Lupus-Patienten untersucht. Zunachst
wurde der optimale Anti-Sm-Grenzwert fiir die Diagnosestellung eines SLE anhand einer grof3en
Kohorte mit 232 SLE-Patienten und 400 Gesunden sowie 360 Patienten mit anderen
rheumatischen Erkrankungen bestimmt.

Hierbei fiel auf, dass der vom Hersteller empfohlenen Grenzwert fur den Anti-Sm-ELISA von
20 RU/ml zu hoch angesetzt ist, da sich in der ROC Kurvenanalyse bereits bei 11,5 RU/ml eine
Spezifitdt von 100 % (Sensitivitat 13,8 %) erreichen lieR. Beim empfohlenen Grenzwert
verringert sich die Sensitivitdt auf 10,8 %, sodass mindestens 3 % der Anti-Sm-positiven
Patienten nicht erkannt werden.

Als wir die Ergebnisse unserer ROC Kurvenanalyse mit bisherigen Studienergebnissen
vergleichen wollten, konnten wir keine entsprechenden Studien definieren. Nur von einigen
Untersuchern wurde angegeben, welche Grenzwerte Uberhaupt fiir den Anti-Sm-ELISA
verwendet wurden [9]. Obwohl in wenigen Studien Sensitivitditen und Spezifitdten erwahnt
wurden, waren diese Ergebnisse nicht aus einer ROC Kurvenanalyse [4]. Im Grof3teil der
bisherigen Literatur wurden weder Grenzwerte noch Testkriterien genannt [6, 7, 10, 11]. Dies
war fur uns unerwartet, da Anti-Sm-Antikorper bereits seit 1982 in den Klassifikationskriterien
fir SLE verwendet werden [2]. Daher ist dies zu unserem Erstaunen die erste Studie, in welcher
optimale Grenzwerte des Anti-Sm-ELISA fir die Diagnosestellung des SLE anhand einer ROC
Kurvenanalyse ermittelt wurden.

Bei einer Spezifitat von 99 % ergab sich in unserer kaukasischen Kohorte eine Sensitivitat von
25,9 %. Diese liegt im oberen Bereich der bisher angegebenen Sensitivitaten von 5-30 % [2, 12].
Weitere Vergleiche mit der Literatur wurden aufgrund der meist fehlenden Angaben zu den
Testkriterien erschwert, nicht zuletzt aber auch mangels Kontrollen mit Gesunden und Patienten.
Es ist bekannt, dass Patienten anderer Ethnizitét, vor allem Afrikaner und Afroamerikaner aber
auch Asiaten, im Vergleich zu Kaukasiern eine héhere Pravalenz der Anti-Sm-Antikorper haben.
Letzteres konnten wir in unserer Analyse bestatigen, wobei jedoch nur 10 Asiaten
eingeschlossen wurden.

Anti-dsDNA- als auch Anti-Sm-Antikérper wurden 1982 erstmals in die SLE-
Klassifikationskriterien eingeschlossen. lhre Einbeziehung wurde als essentiell empfunden, da
sich durch die Einbeziehung der Autoantikorper die Leistungsmerkmale deutlich verbessert
lieBen [2]. Indes wurden jedoch keine Daten dargestellt, welche diese Entscheidung stitzen.
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Daher sollte in der vorliegenden Studie der diagnostische Wert der Antikorper gegen Sm im
Vergleich zu Anti-dsDNA-Antikorpern anhand vergleichbarer Grenzwerte untersucht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass nicht nur 51,4 % der Anti-dsDNA-positiven Patienten sondern vor
allem auch 14,8 % der Anti-dsDNA-negativen Patienten Anti-Sm-Antikorper aufwiesen. Im
Gegensatz dazu fand Sanchez-Guerrero et al. [4] eine fast identische Prdvalenz der Anti-Sm-
Antikorper von 33 % und 34 % bei Patienten mit und ohne Anti-dsDNA-Antikdrper. Diese
Diskrepanz lasst sich am ehesten auf die unterschiedlichen Spezifitaten der beiden Testsysteme
und Differenzen in der Ethnizitat der eingeschlossenen Patienten zurtickfuhren. Unsere Analyse
konnte zeigen, dass der diagnostische Wert der Anti-Sm-Antikorper anndhernd gleichwertig zu
dem der Anti-dsDNA-Antikorper ist. Zudem haben wir erstmals darstellen kdnnen, dass beide
Autoantikorper essentiell fur die Klassifikation und Diagnose des SLE sind.
Bezliglich der Assoziation der Anti-Sm-Antikdrper zu klinischen und serologischen Aspekten
des SLE kommen bisherige Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wie andere zuvor [10]
fanden auch wir dhnliche Haufigkeiten der Anti-Sm-Antikorper bei Mannern und Frauen. Es ist
bekannt, dass Alter einen Einfluss auf das Antikorperprofil bei Lupus-Patienten hat. Wir
stimmen Arroyo-Avila et al. [13] zu, dass Anti-Sm-positive Patienten eher jiinger sind und eine
kirzere Krankheitsdauer haben.
Des Weiteren untersuchten Isenberg et al. [7] die Beziehung der Anti-Sm-Antikorper zur
Krankheitsaktivitat des SLE gemessen am BILAG. Obwohl sie im Gegensatz zu uns keine
Verbindung der Anti-Sm-Antikdrper zum Gesamtscore zeigen konnten, kamen sie ebenfalls zu
dem Ergebnis, dass Anti-Sm-Antikorper assoziiert sind mit der BILAG-Unterkategorie
Allgemeinsymptome. Wir konnten dies auf die starke Korrelation der Antikorper zur Fatigue
zurlckfihren. Eine ahnliche Verbindung wurde bisher nur fir Fatigue und Komplement C3
beschrieben.
Obwohl unsere Querschnittsanalyse eine schwache Korrelation der Anti-Sm-Antikorper zu
BILAG-2004 zeigte, konnte in der Longitudinalstudie keine Assoziation zur Krankheitsaktivitét
beobachtet werden, obwohl dies zuvor beschrieben wurde [14]. Weiterhin konnten wir die
Ergebnisse von Barada et al. [8] nicht bestatigen, dass Antikdrper gegen Sm in 50 % der Falle
Lupusschiibe vorhersagen kénnen.
Weiterhin fanden wir hohere Anti-Sm-Titer bei Patienten mit Nierenbeteiligung. Diese
Assoziation wurden zuvor von Alba et al. [6] und Arroyo-Avila et al. [13] beschrieben. Dariiber
hinaus hatten unsere Anti-Sm-positiven Patienten hdaufiger eine Proteinurie als Patienten ohne
Anti-Sm-Antikorper. Dies wurde zuvor von Homma et al. [15] diskutiert. Interessanterweise trat
eine starke Proteinurie > 500 mg pro Tag gehduft bei Patienten mit Anti-Sm- als auch Anti-
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dsDNA-Antikorpern auf. Im Gegenteil zu Bastian et al. [11], welcher pradiktive Faktoren fur
neue oder verstdrkte Proteinurie bei 529 SLE-Patienten im Rahmen der LUMINA Studie
untersuchte, konnten wir erstmals zeigen, dass Anti-Sm-Antikdrper mit der Proteinurie
longitudinal korrelieren.

Bei vergleichbaren Grenzwerten mit einer Spezifitdt von 99 % hatten ca. 15 % unserer Anti-
dsDNA-negativen Lupus-Patienten auch Anti-Sm-Antikorper. Da wir jedoch vorbehandelte
Patienten mit einer relativ langen Krankheitsdauer eingeschlossen haben, spiegeln diese
Ergebnisse nicht die Umstdnde zum Zeitpunkt der Diagnose wieder. Dies stellt einen
Schwachpunkt unserer Studie dar. Daher ist es maoglich, dass die Prévalenz der Anti-dsDNA-
Antikorper bei Diagnosestellung und unbehandelten Patienten hoher ist. Anhand unserer
Ergebnisse bei behandelten SLE-Patienten ist es jedoch nicht nur nachvollziehbar sondern sogar
notwendig, Anti-Sm-Antikorper in die ACR-Kriterien zu integrieren. Da der genaue Einfluss der
SLE-Medikation auf das Auftreten der Anti-Sm-Antikorper jedoch bisher noch nicht ausreichend
bekannt ist, sollte dies in nachfolgenden Studien an unbehandelten Patienten weiter untersucht
werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Anti-Sm-Antikdrper immer bestimmt werden sollten,
wenn ein SLE vermutet wird, zumal sie auch bei Anti-dsDNA-negativen Patienten auftreten. Die
Wahrscheinlichkeit eines SLE steigt mit dem Titer der Anti-Sm-Antikorper. Die Spezifitét eines
individuellen Testergebnisses kann anhand unserer ROC Kurvenanalyse (Tabelle 1) abgeschétzt
werden. Im Gegensatz zu Anti-dsDNA-Antikérpern und Komplement C3 ist jedoch eine
wiederholte Bestimmung der Anti-Sm-Antikdrper nur bei Patienten mit aktiver Lupus-Nephritis
sinnvoll. In dieser Unterkategorie korrelieren Anti-Sm-AntikGrper mit der Proteinurie als

Indikator fur renale Entziindung im Querschnitt wie auch longitudinal.
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